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Análise da expressão de topoisomerase IIα em linfoma B difuso de células 
grandes em cão  
 
Resumo 
O linfoma canino é um dos tumores malignos com maior prevalência no cão, sendo o linfoma 
difuso de células B grandes o subtipo mais comum.  
A topoisomerase IIα, proteína nuclear multifuncional, participa nos mecanismos de proliferação 
celular, constituindo um importante alvo terapêutico em tumores do sistema hematopoiético.  
Embora vários artigos publicados demonstrem que a expressão de topoisomerase IIα é um fator 
de prognóstico em humanos com linfoma não-Hodgkin, a sua relevância no linfoma canino é 
desconhecida. Foi objetivo deste estudo avaliar a expressão de topoisomerase IIα em linfomas B 
caninos e o seu valor prognóstico.  
Foram analisados 12 casos de linfoma difuso de células B grandes com recurso à técnica de 
imunohistoquímica, após otimização do protocolo. Procedeu-se à contagem celular, dividindo-se 
a intensidade de imunomarcação em três graus (intensa, moderada e nula). Correlacionaram-se os 
níveis de expressão de topoisomerase IIα com o marcador de proliferação Ki-67 e com o tempo 
de sobrevivência mas, devido ao reduzido número de casos estudados, não foram obtidos valores 
estatisticamente significativos.  
Este estudo permitiu otimizar o processo de imunomarcação e de quantificação da topoisomerase 
IIα em linfomas caninos. De futuro, devem ser realizados mais trabalhos que permitam aferir a 
validade da expressão desta enzima como fator prognóstico, neste tipo de tumores. 
 












Topoisomerase IIα expression analysis in canine diffuse large B-cell lymphoma 
 
Abstract 
Canine lymphomas are one of the most common neoplasms in dogs, with the diffuse large B-cell 
lymphoma being the most common subtype. 
Topoisomerase IIα is a multifunctional nuclear protein and it plays an essential role in cellular 
proliferation. It is also an important therapeutic target in haematopoietic tumors. 
Although several reports showed that expression levels of topoisomerase IIα could be a 
predictive factor in human non-Hodgkin lymphoma, its importance in canine lymphoma is still 
unknown. The aims of this study were to evaluate the expression of topoisomerase IIα in canine 
B-cell lymphomas and to validate its prognostic value.  
Twelve cases of canine diffuse large B-cell lymphoma were analysed, using the 
immunohistochemical technique, after optimization of the protocol. Cell counting was performed 
and the observed immunostaining was divided according to an intensity scale. Correlation levels 
between topoisomerase IIα expression, Ki-67 proliferation index and survival analysis were 
performed. Due to the small number of analysed cases, no statistically significant results were 
obtained. 
This study allowed the assessment of topoisomerase IIα immunostaining and quantification 
methods in canine lymphomas. Further studies must be performed in order to assess the 
predictive value of topoisomerase IIα expression levels in this type of tumors. 
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RELATÓRIO DE ESTÁGIO 
O estágio curricular foi realizado entre os dias 2 de setembro de 2015 e 24 de fevereiro de 2016. 
Durante este período, acompanhei o Professor Doutor Jorge Correia, orientador da presente 
dissertação de mestrado integrado, nas suas atividades diárias na Faculdade de Medicina 
Veterinária da Universidade de Lisboa, quer na sua vertente letiva, quer no trabalho 
desempenhado no Laboratório de Anatomia Patológica e Hospital Escolar.  
Assim, tive oportunidade de assistir às aulas práticas das unidades curriculares de Anatomia 
Patológica I e II, nas quais pude auxiliar os alunos em diversas necrópsias e aprofundar 
conhecimentos fundamentais para a atividade de um patologista. Pratiquei ainda técnicas de 
citologia, como a punção aspirativa por agulha fina (PAAF) em cadáver.  
Quanto ao trabalho desempenhado no laboratório de Anatomia Patológica, destaco:  
- Corte e processamento de material para análise histopatológica, onde acompanhei todo o 
processo desde a recolha do material até à preparação de lâminas para visualização microscópica, 
tendo ainda tido a oportunidade de realizar cortes e escrever relatórios técnicos. A larga maioria 
do material processado foram tumores mamários de cadela e gata, que constituem uma grande 
percentagem das análises histopatológicas levadas a cabo no laboratório e pelas quais o Professor 
Doutor Jorge Correia é responsável; 
- Análise e diagnóstico microscópico de tumores, com destaque para os linfomas e carcinomas 
mamários, nos seus variados subtipos; 
- Realização da técnica de imunohistoquímica indireta, a qual fui aperfeiçoando e adaptando 
como instrumento de trabalho da presente dissertação de mestrado integrado. 
No Hospital Escolar, assisti às consultas de citologia com o Professor Doutor Jorge Correia, nas 
quais tive oportunidade de observar diversas técnicas citológicas - com destaque para a PAAF - e 
ainda biópsias cutâneas.  
Durante o período de estágio acompanhei ainda, durante os meses de outubro, novembro e 
dezembro, algumas consultas de rotina no Hospital Escolar. 
Finalmente, tive oportunidade de apresentar, sob a forma de uma comunicação oral, os resultados 
obtidos no decurso da investigação realizada no âmbito da presente dissertação, no XXI Encontro 
da Sociedade Portuguesa de Patologia Animal, realizado nos dias 20 e 21 de maio, no Instituto de 
Medicina Molecular da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa, subordinado ao tema: 
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 linfoma B difuso de células grandes em Cão. "XXI Encontro da Sociedade Portuguesa de 
 Patologia Animal. Patologia Veterinária: Para Além do Diagnóstico de Rotina", 
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O linfoma maligno canino (LMC) representa o grupo mais vasto das neoplasias hematopoiéticas 
na espécie canina (80% a 90% dos casos) e encontra-se entre os tumores malignos de maior 
prevalência (cerca de 18%) constituindo, em conjunto com os tumores mamários e cutâneos, a 
maioria dos casos de patologia oncológica nesta espécie (Vail, 2013; Chun, 2014; Richards & 
Sutter 2015).  
O diagnóstico precoce do LMC apresenta uma importância fundamental no desfecho terapêutico, 
uma vez que medidas terapêuticas tomadas precocemente, em estadios clínicos da doença 
iniciais, conduzem a resultados favoráveis (Correia, 2016). 
A elevada agressividade e incidência do LMC, aliada ao facto de ser muito similar ao linfoma 
não-Hodgkin humano, justificam a aposta no estudo deste tipo de tumor e são fatores que 
traduzem a necessidade constante de aprofundamento do conhecimento científico. 
Topoisomerase IIα (TOP IIα) é o nome de uma enzima ubiquitária, pertencente à família das 
topoisomerases, que desempenha um papel essencial no metabolismo do ácido 
desoxirribonucleico (ADN) dos organismos eucarióticos e procarióticos (Burden & Osheroff, 
1998; Wang, 2009). Trata-se de uma enzima nuclear multifuncional que é imprescindível nos 
processos de replicação, mitose e outros eventos moleculares, uma vez que é capaz de alterar a 
conformação do ADN. Para além das suas funções fisiológicas, a TOP IIα é também o alvo 
terapêutico de vários fármacos utilizados em quimioterapia, que inibem a sua função enzimática, 
nomeadamente em tumores do sistema hematopoiético. O facto de se encontrar sobre expressa 
em vários tipos de tumor, na espécie humana, e de ser utilizada como marcador de proliferação, 
essencialmente por intervir na replicação e mitose celulares, é indicativo de que, em teoria, 
poderá também servir como um marcador de proliferação em medicina veterinária. 
Adicionalmente, existe cada vez mais interesse na comunidade científica em estudar o 
comportamento da TOP IIα como fator preditivo de resposta a tratamento quimioterápico, no 
sentido em que não é ainda completamente claro se níveis elevados de expressão de TOP IIα 
permitirão a existência de uma maior sensibilidade celular à ação dos fármacos citotóxicos, ou se, 
representando uma maior atividade proliferativa, consistem inevitavelmente num fator de pior 
prognóstico (Schrader et al., 2004; Doussis-Anagnastopoulou et al., 2008).  
Uma vez que o estudo desta temática é incipiente em medicina veterinária, torna-se legítimo e 
premente estudar a aplicabilidade da avaliação da expressão de TOP IIα no linfoma canino, sendo 




No primeiro capítulo desta dissertação será efetuada a revisão bibliográfica referente ao LMC, 
numa primeira parte, e à TOP IIα, numa segunda parte. Serão sumarizadas as características 
necessárias à compreensão do estudo efetuado no âmbito do trabalho laboratorial desenvolvido. 
Na terceira parte deste capítulo serão tecidas algumas considerações sobre alguns dos estudos 
levados a cabo em oncologia humana. 
O estudo desenvolvido no decorrer do estágio curricular laboratorial será objeto de análise nos 


















I. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
I. 1. Linfoma Maligno Canino 
O linfoma maligno (LM) é, por definição, uma expansão clonal de células linfóides – 
semelhantes às múltiplas células linfóides normais ao longo das várias fases de diferenciação 
fisiológica -, que abrange um vasto grupo de neoplasias cujo ponto comum é a origem em células 
do sistema linforeticular (Vail, 2013).  
Richards & Sutter (2015) referem-se ao LMC como um grupo heterogéneo de “malignidades do 
sistema linfóide”, semelhante ao linfoma não-Hodgkin humano, com comportamento biológico 
diferenciado. O diagnóstico de LM revela-se, pelo anteriormente exposto, uma tarefa 
particularmente complexa. 
Na própria definição de LM é frequente o equívoco com um outro grupo de neoplasias do sistema 
hematopoiético, designadas por leucemia. Assim, a designação de linfoma refere-se às neoplasias 
primárias dos tecidos extramedulares com formação de neoplasias sólidas. Acontece que alguns 
linfomas invadem secundariamente a medula óssea, nomeadamente em estádios avançados da 
doença. As neoplasias de células linfóides com origem na medula óssea, associadas ou não à 
presença de células neoplásicas no sangue, são designadas por leucemia. Por sua vez, podem 
ocorrer lesões extramedulares extensas em certas formas de leucemia. Deste modo a avaliação de 
casos de linfoma maligno em estádio avançado pode revelar-se inconclusiva quanto à sua origem 
(Correia, 2006). 
O termo “maligno” traduz uma importância específica no caso dos linfomas, não apenas em 
medicina humana, onde estão descritos casos de linfoma com processos de comportamento 
semelhante a tumor benigno, como também em medicina veterinária, pela existência de casos 
descritos de linfoma in situ em felino doméstico (Jacobs, Messick & Valli, 2002). Contudo, a 
designação "linfoma maligno" é substituída de forma corrente pelo termo linfoma, para 
simplificação, subentendendo-se que se trata de uma neoplasia que apresenta comportamento 
maligno (Correia, 2011). 
Este conjunto de neoplasias pode ter origem em qualquer compartimento orgânico extramedular 
onde seja possível encontrar células linfóides, ocorrendo com maior frequência nos tecidos ricos 
neste tipo celular: os linfonodos e o baço (Vail, 2013). 
A verdadeira incidência de LMC é difícil de determinar porque muitos animais são 




na literatura veterinária. Estima-se que a taxa de incidência atinja os 20-100 casos por 100.000 
cães (Zandvliet, 2016).  
Valli, Kass, San Myint & Scott (2013) referem-se ainda ao LMC como o tumor mais 
comummente tratado por quimioterapia e que assume um comportamento agressivo, afetando 
cães de todas as idades e de todas as raças.  
De facto, trata-se de um tipo de tumor que afeta na sua maioria cães entre os 6 e os 9 anos (Vail, 
2013). No entanto, num estudo epidemiológico realizado em Portugal por Correia (2006), com 
recurso a 533 casos de LMC, recolhidos entre 1947 e 2002, provenientes do Laboratório de 
Anatomia Patológica da Faculdade de Medicina Veterinária de Lisboa, uma das conclusões 
encontradas foi a de que, apesar da distribuição por idades cumprir o referido na literatura, foram 
encontrados casos de linfomas em cães bastante jovens (até 4 meses de idade), pelo que não se 
pode excluir a presença de LMC em animais pertencentes a uma faixa etária jovem. 
Relativamente à raça sabe-se que existem determinadas predisposições para o aparecimento de 
LMC e envolvimento de padrões familiares, embora possa ocorrer em qualquer raça. Estão 
reportados como tendo uma alta incidência de LMC: Boxer, Bull Mastiff, Basset Hound, São 
Bernardo, Scottish Terrier, Airedale Terrier e Bulldog (Vail, 2013). 
No já mencionado estudo epidemiológico efetuado em Portugal por Correia (2006), concluiu-se 
ainda que os LMC apresentavam menor incidência nas raças portuguesas que nas estrangeiras e 
que, em Portugal, as raças estrangeiras com maior incidência eram, por ordem decrescente: 
Caniche, Cocker e Doberman. 
 
I. 1.1. Etiologia 
Embora sejam tumores que surgem espontaneamente, é comummente aceite que a sua origem é 
multifatorial e estão apontados na literatura alguns fatores importantes na etiopatogenia dos 
LMC. Estes fatores são: genéticos, infeciosos, imunitários e ambientais (Vail, 2013). 
 
I. 1.1.1. Fatores Genéticos 
Quanto aos fatores genéticos, sabe-se que a seleção artificial efetuada pelo Homem ao longo dos 
anos potenciou a existência de determinadas predisposições rácicas, embora o LMC possa atingir 




Richards & Sutter (2015) referem que existem fatores de risco hereditários para o LMC que 
foram introduzidos e perpetuados à medida que certas raças foram sendo desenvolvidas ao longo 
dos últimos 2800 anos, aproximadamente. Advogam ainda que existem determinadas raças com 
predileção para desenvolver determinados subtipos de linfoma, dando como exemplo raças como 
Cocker Spaniel e Basset Hound que quase sempre desenvolvem linfoma de tipo B, enquanto 
outras, como os Golden Retriver, têm igual probabilidade de desenvolver linfomas de tipo B ou 
T.  
Anomalias cromossómicas e genéticas têm sido amplamente descritas em medicina humana, 
sendo que no caso da espécie canina a investigação nesta área é uma aposta crescente, com a 
descoberta do genoma canino e a comercialização de técnicas de citogenética molecular, como os 
microarrays de genes. Sabe-se que certos tipos de mutações moleculares patognomónicas são 
comuns em determinados tumores hematopoiéticos no cão e na espécie humana (Ito, Franz & 
Modiano, 2014).  
Num estudo de citogenética comparativa entre tumores hematopoiéticos, Breen & Modiano 
(2008), declararam que existem várias anomalias citogenéticas caracterizadas em cães com 
linfoma como trissomia do cromossoma 13 e alterações em genes supressores de tumores.  
O fator género não apresenta qualquer preponderância em termos de risco de ocorrência de LMC 
(Vail, 2013). 
 
I. 1.1.2. Fatores infeciosos e imunitários 
Relativamente aos fatores infeciosos, a associação do aparecimento de LMC com a presença de 
agentes virais é ainda um tema controverso. Sabe-se que em gatos o oncornavírus FeLV é 
responsável por grande parte dos linfomas malignos e que em humanos existe uma associação 
entre casos de linfoma (maioritariamente do tipo Hodgkin) com o vírus de Epstein-Barr (EBV). 
Recentemente foi sugerido que o vírus EBV (ou vírus tipo EBV) poderia ter implicância 
significativa em cães com LMC mas, num estudo levado a cabo por Waugh et al. (2015), não 
foram encontradas evidências científicas de que EBV ou outro tipo de herpesvirus estivessem 
diretamente envolvidos no aparecimento de LMC, embora não pudessem negar a existência do 
vírus em circulação na população em estudo.  
A relação direta que existe entre a infeção por Helicobacter sp. e o desenvolvimento de linfoma 




folículos linfóides gástricos, em cães de raça Beagle, quando infetados experimentalmente com 
Helicobacter sp. (Vail, 2013). 
A trombocitopénia imunomediada, reflexo de alteração imunitária, tem vindo a ser associada a 
um maior risco de desenvolvimento de LMC. Em humanos e gatos, o uso de fármacos 
imunossupressores está associado ao desenvolvimento de linfoma o que não exclui essa 
possibilidade na espécie canina (Blackwood, German, Steel & O’Neill, 2004). 
 
I. 1.1.3. Fatores ambientais 
No que respeita aos fatores ambientais, estes são vistos como fatores adicionais que podem estar 
relacionados de forma indireta com o aparecimento de LMC, uma vez que a base científica que 
suporta a sugestão de uma relação causa-efeito é escassa. Encontram-se descritos: o uso de 
herbicidas pelos proprietários dos animais (como por exemplo, o ácido 2,4-diclorofenoxiacético); 
a exposição dos animais a radiações eletromagnéticas bem como o facto de os animais habitarem 
áreas fortemente industriais (Jacobs et al.., 2002; Takashima-Uebelhoer et al.., 2011; Vail, 2013). 
 
I. 1.2. Classificação dos Linfomas Caninos 
A classificação do LMC sofreu profundas alterações ao longo dos anos, acompanhando o 
desenvolvimento científico e tecnológico que se foi verificando. Atualmente, a avaliação dos 
LMC passa pela classificação da sua origem anatómica e pela classificação histopatológica, 
citológica e imunofenotípica. O diagnóstico final será o mais completo possível quanto mais 
ocorrer a interligação entre estes parâmetros de avaliação.  
 
I. 1.2.1. Localização anatómica e lesões associadas 
No cão, a forma multicêntrica do tumor - com origem nos linfonodos - é a mais comum 
(abrangendo cerca de 84% dos casos), o que tem uma explicação óbvia, uma vez que os 
linfonodos são os tecidos mais ricos em células linfóides. Tende a evoluir para metastização dos 
restantes linfonodos no sentido crânio-caudal do animal. Outras formas de apresentação, menos 
comuns, são: digestiva ou gastrointestinal (5% a 7%), cutânea (6%), mediastínica (3% a 5%) e 
extranodal (3%) (Vail, 2013; Correia, 2016).  




Na forma multicêntrica, a apresentação típica, observa-se frequentemente linfadenomegália 
generalizada, dor, hepatoesplenomegália e envolvimento de medula óssea. Associados a estes, 
podem estar sinais clínicos inespecíficos como a anemia (alteração comum em termos de estado 
geral, podendo resultar da substituição da medula óssea por tecido neoplásico, de doença crónica 
inflamatória ou ter origem hemolítica), emagrecimento, anorexia, vómito, diarreia, dispneia, 
polidipsia, febre, ascite e depressão. Na forma digestiva, o envolvimento gastrointestinal difuso 
poderá conduzir à perda de peso e à diarreia, podendo ocorrer enterite linfoplasmocítica adjacente 
ou distante do tumor primário. Na forma cutânea, as lesões podem ser primárias ou não, sendo 
geralmente lesões generalizadas ou multifocais, apresentando-se sob a forma de nódulos, úlceras, 
eritrodermia e dermatite esfoliativa, não sendo obrigatória a presença de lesões da mucosa oral e 
estando por vezes associado o prurido. O linfoma cutâneo pode ser epiteliotrópico (micose 
fungóide), caracterizado pela infiltração de células neoplásicas na epiderme, ou não-
epiteliotrópico, caracterizado por uma infiltração difusa de células neoplásicas na derme, com 
possível extensão à epiderme (Vail, 2013). 
Podem também ocorrer lesões oculares, que se manifestam por espessamento da íris, hipópio, 
hifema, sinéquia posterior, glaucoma e, no segmento posterior do olho, neoplasias da coróide, 
hemorragias do humor vítreo, deslocamento da retina e infiltração celular do nervo ótico. Já as 
lesões do sistema nervoso podem manifestar-se através de sinais clínicos como paralisias e 
parésias, pela compressão da medula espinhal (Jacobs et al., 2002; Vail, 2011). 
Formas atípicas incluem manifestação hepatoesplénica, intravascular (angiotrópica ou 
angioendoteliomatosa) e infiltrativa pulmonar (granulomatose linfomatóide pulmonar) (Vail, 
2013). 
O LMC pode ainda estar associado a síndromes paraneoplásicos, sendo a hipercalcémia a 
alteração clínica mais significativa. Estima-se que 15% dos cães com linfoma e 50% dos cães 
com a forma mediastínica e/ou imunofenótipo T apresentem hipercalcémia. Outros síndromes 
paraneoplásicos presentes, mas menos comuns, incluem: gammopatias monoclonais, neuropatias 
e caquexia. Trombocitopénia pode ocorrer em 30-50% dos casos mas a existência de hemorragias 








I. 1.2.2. Classificação histopatológica, citológica e imunofenotípica 
Em termos cronológicos, muitos foram os sistemas usados na classificação dos linfomas caninos. 
Alguns dos sistemas utilizados em LM humano foram mesmo aplicados ao LMC. A sua evolução 
acompanhou os avanços científicos e tecnológicos subjacentes à inovação e os sistemas de 
classificação mais recentes procuraram sempre corrigir ou colmatar limitações dos sistemas mais 
antigos. Assim, destacam-se: a classificação de Rappaport (1956); a classificação de Kiel-Lennert 
(1974, modificada em 1978); a classificação de Lukes-Collins (1974); o sistema de classificação 
NCI-Working Formulation (1980); o sistema REAL (1993) e o sistema de classificação da 
Organização Mundial de Saúde Veterinária (OMS VET), de 1974, que constituiu a primeira obra 
de consenso mundial e cuja versão melhorada, em 2002, ultrapassou a limitação de não obrigar a 
uma fenotipagem B/T; (Correia, 2006; Vail, 2011; Vail, 2013). 
O ponto comum entre os vários sistemas é a caracterização dos tumores em graus de 
malignidade. Genericamente, os linfomas de baixo grau são considerados tumores com um baixo 
índice mitótico e progressão lenta, associado a tempos de sobrevivência longos, sendo contudo 
menos responsivos à terapêutica quimioterápica. Por outro lado, os linfomas de grau intermédio 
ou alto têm um índice mitótico elevado, o que reflete uma maior agressividade tumoral, tendo 
contudo uma melhor resposta à quimioterapia. 
 
I. 1.2.2.1. Classificação histológica 
O padrão histológico de crescimento é a primeira forma de avaliação do tumor e, no caso do LM, 
pode ser: folicular, pseudofolicular, folicular/difuso, folicular invertido e difuso. Na atualidade é 
um paradigma aceite que os linfomas de tipo folicular estão normalmente associados a um baixo 
grau de malignidade. Os linfomas foliculares, em Medicina Veterinária, estão quantificados em 
menos de 5%, enquanto os linfomas de tipo difuso constituem a maior parte dos casos de linfoma 
diagnosticados (Correia, 2016). 
 
I. 1.2.2.2. Classificação citológica 
A classificação citológica diz respeito, como o próprio nome indica, ao tipo de células presentes 
no tumor. As células linfóides assumem determinadas características consoante o seu estádio de 






Figura 1. Estádios de diferenciação morfológica de células linfóides. 
 
 
Deste modo, citologicamente, os LM podem ser:  
  Linfomas de células grandes centroblásticos, monomórficos ou polimórficos; 
  Linfomas de células grandes imunoblásticos; 
  Linfomas mistos centroblásticos/centrocíticos; 
  Linfomas de células pequenas centrocíticos (tipo manto); 
  Linfomas de células pequenas linfoplasmocíticos; 
  Linfomas de células pequenas linfocíticos; 
  Linfoma tipo Burkitt (o nome deriva do cientista que o identificou e mantém-se 
porque as células envolvidas não constituem uma linhagem celular identificada); 
  Linfoma de células grandes indiferenciadas.  
 
A associação entre o padrão histológico de crescimento e o tipo citológico é a base de uma das 







De acordo com esta classificação, existem dois grandes grupos: 
 LMC de alto grau: constituídos predominantemente por blastos, estando incluído neste 
grupo o linfoma tipo Burkitt. Os LMC de alto grau estão normalmente associados a um 
padrão histológico de crescimento difuso e são pouco diferenciados, tendo um elevado 
índice mitótico e estando associados a lesões de proliferação; 
 LMC de baixo grau: constituídos predominantemente por citos, embora possam conter 
algumas células médias ou grandes. Este tipo de linfoma está normalmente associado a 
um padrão histológico de crescimento folicular ou pseudofolicular e a lesões de 
acumulação; 
Já a classificação da OMS VET (2002) acrescenta um terceiro tipo: LMC 
centroblástico/centrocítico e utiliza para avaliação do grau de malignidade um sistema de 
contagem de células tumorais: 
 Grau 1: 0-5 centroblastos/campo em grande ampliação  
 Grau 2: 6-15 centroblastos/campo em grande ampliação 
 Grau 3:> 15 centroblastos/campo em grande ampliação 
Segundo esta classificação, os dois primeiros correspondem a um baixo grau de malignidade e o 
terceiro a um alto grau de malignidade. O campo de grande ampliação é definido como o cálculo 
da média da contagem de células tumorais em 10 campos distintos com ocular de 18 mm. 
 
I. 1.2.2.3. Classificação imunofenotípica 
Na classificação imunofenotípica pretende-se, em primeiro lugar, caracterizar qualquer tipo de 
linfoma, recorrendo à fenotipagem, com diferenciação B/T. De facto, a OMS VET (2002) 
apresenta os LMC divididos de acordo com o seu fenótipo (B, T ou “null cell”) e apenas 
posteriormente identifica os vários tipos de linfoma de acordo com o tipo celular presente.  
Cerca de 60% a 80% ds LMC são de imunofenótipo B enquanto apenas 25-30% são de 
imunofenótipo T (Vail, 2013). 
A imunofenotipagem é feita com recurso a técnicas de imunohistoquímica. De forma 
simplificada - as principais particularidades da técnica de imunohistoquímica serão analisadas no 
capítulo II.3. - pode dizer-se que a marcação de células linfóides por imunohistoquímica -
imunomarcação - se baseia na existência de recetores específicos nestas células, que são 
conjugados com anticorpos usados como marcadores. O desenvolvimento de anticorpos 




tornou assim possível a realização a larga escala de análises laboratoriais com vista à 
classificação imunofenotípica. A imunofenotipagem representa, pois, um passo decisivo na 
caracterização dos linfomas caninos, constituindo um fator de prognóstico fundamental. De facto, 
os linfomas de tipo T têm pior prognóstico que os linfomas de tipo B pois são geralmente mais 
agressivos, têm um menor índice de resposta à quimioterapia e estão associados a um menor 
tempo de remissão e sobrevivência (Greenlee et al., 1990). 
Não só em termos de caracterização do linfoma e de valor prognóstico a técnica de 
imunohistoquímica pode ser vantajosa: é também uma técnica imprescindível no diagnóstico 
diferencial entre linfoma, neoplasias não linfóides e hiperplasia linfóide (Correia, 2006). 
No entanto, apesar da alta fiabilidade com que a técnica de imunohistoquímica para 
caracterização do imunofenótipo do tumor é usada atualmente, trata-se de um processo complexo 
que obriga a uma atenção específica aos eventos moleculares que ocorrem. 
 
I. 1.2.3. Classificação da OMS Veterinária  
O enquadramento dos dados expostos anteriormente, relativamente à classificação do padrão 
histológico, classificação citológica e classificação imunofenotípica, permite neste ponto uma 
análise viável ao sistema utilizado pela OMS VET (2002) para classificação de linfomas na 
espécie canina. Uma vez que tem vindo a ser adaptado com sucesso aos tumores caninos, é 

















Tabela 1. Classificação histológica dos tumores hematopoiéticos nos animais domésticos da OMS 
(adaptado de Valli, Jacobs, Parodi, Vernau & Moore, 2002). 
Tumores do Sistema Linfóide 
 
Neoplasia Linfóides das células B Neoplasias Linfóides das células T 
 
Neoplasia de células B precursoras 
 
Neoplasia de células T e NK precursoras 
 Leucemia/linfoma linfoblástico de células B  Leucemia/linfoma linfoblástico de 
células T 
Neoplasia de células B maduras Neoplasia de células T/NK maduras 
 Leucemia/linfoma linfocítico crónico de células 
B 
 Distúrbios linfoproliferativos de células 
grandes e granulares: 
- Leucemia linfocítica crónica de 
células T 
- Linfoma/leucemia linfoproliferativa 
de células T grandes granulares 
- Leucemia linfocítica crónica de 
células NK 
 Linfoma linfocítico de tipo intermédio de 
células B 
 Neoplasias cutâneas de células T: 
- Linfoma cutâneo epiteliotrópico 
- Linfoma cutâneo não-epiteliotrópico 
 Linfoma linfoplasmocítico  Linfoma de células T 
extranodal/periférico: 
- Do tipo linfóide misto 
- Do tipo inflamatório misto 
 Linfomas foliculares: 
- Linfoma das células do manto 
- Linfoma folicular de células centrais do tipo I, 
II ou III 
- Linfoma nodal da zona marginal 
- Linfoma esplénico da zona marginal 
 Linfoma/leucemia de células adultas 
tipo células T 
 Linfoma extranodal da zona marginal do tecido 
linfóide associado às mucosas (MALT) 
 Linfoma angioimunoblástico 
 Leucemia de hairy cells  Linfoma angiotrópico: 
- Linfoma angiocêntrico 
- Linfoma angioinvasivo 
 Tumores plasmocíticos: 
- Plasmocitoma indolente 
- Plasmocitoma anaplásico 
- Mieloma de células plasmáticas 
 Linfoma intestinal de células T 
 Linfomas de células B grandes: 
- Linfoma de células B rico em células T 
- Linfoma imunoblástico de células grandes 
- Linfoma difuso de células B grandes 
- Linfoma tímico de células B (mediastínico) 
- Linfoma intravascular de células B grandes 
 Linfoma anaplásico de células grandes 







I. 1.2.4. Caracterização do linfoma difuso de células B grandes 
O linfoma difuso de células B grandes e maduras, em inglês denominado diffuse large B-cell 
lymphoma (DLBCL), é o subtipo mais comum relativamente à espécie canina. Adicionalmente, e 
pelo motivo anteriormente expresso, foi o subtipo designado para o estudo no âmbito da presente 
tese de mestrado integrado, pelo que algumas considerações específicas no que concerne ao 
DLBCL são necessárias. 
As células grandes a que a classificação se refere são centroblastos ou imunoblastos, que, 
conforme observado na figura 1, correspondem a determinados estádios de diferenciação 
morfológica dos linfócitos e que podem constituir os DLBCL. Assim, os linfomas malignos 
centroblásticos podem ser monomórficos (caso a percentagem de imunoblastos não exceda os 
10% das células tumorais, sendo constituído maioritariamente por centroblastos) ou polimórficos 
(caso a percentagem de imunoblastos seja superior a 10% mas não exceda os 90% das células 
tumorais). Outros dois subtipos descritos são o multilobado (caso 10% a 20% das células 
tumorais apresentem núcleo lobado) e o centrocitóide (caso seja constituído maioritariamente por 
células tumorais com morfologia intermédia entre centroblasto e centrocito). Os linfomas 
malignos cujas células neoplásicas sejam constituídas por mais de 90% de imunoblastos (células 
de dimensão grande, de 12-15 μm, com núcleo oval e nucléolo grande, central e único) são os 
designados linfomas malignos imunoblásticos (Lennert & Feller, 1992; Valli et al., 2010). 
 
I. 1.3. Estadiamento clínico 
Uma vez realizado o diagnóstico e estabelecidas as principais características tumorais, determina-
se a extensão das lesões recorrendo ao método de estadiamento clínico. 
Clinicamente, o método de identificação de estádios que ainda hoje se mantém foi o desenvolvido 
pela OMS, em 1980, designado “Sistema de estádios clínicos para LM em animais domésticos”. 
Este propõe a divisão em cinco estádios (I a V), em que cada estádio é subdividido em dois tipos: 
A e B. A maior parte dos cães (mais de 80%) encontram-se clinicamente em estádios avançados 
(III-IV), no momento do diagnóstico (Vail, 2013). 
Assim: 
I – Envolvimento limitado a um linfonodo único ou a um tecido linfóide num único órgão 
(excluindo a medula óssea); 




III – Envolvimento generalizado dos linfonodos 
IV – Envolvimento de fígado e baço (±estádio III) 
V – Manifestação no sangue e envolvimento de medula óssea e/ou de outros órgãos (± 
estádio I a IV) 
Tipo A – sem sinais sistémicos 
Tipo B – com sinais sistémicos 
A avaliação do estádio clínico deve ter em conta as características histológicas, citológicas e 
imunofenotípicas do tumor, bem como se deve apoiar nos sinais clínicos que o paciente apresenta 
e nos dados fornecidos pelos exames complementares de diagnóstico. (Correia, 2011) 
Uma vez que esta tese de mestrado integrado está centrada no estudo da TOP IIα, as 
considerações acerca do tratamento de linfoma canino serão tecidas no capítulo I.2.3 "Papel da 
topoisomerase IIα como fator prognóstico em linfoma canino". 
 
I. 1.4 Paralelismo com linfoma não-Hodgkin humano 
O estudo do LMC pode trazer vantagens para o estudo do linfoma não-Hodgkin humano.  
O linfoma não-Hodgkin encontra-se entre os tipos de tumor mais comuns da espécie humana 
sendo um dos mais agressivos. É considerada a quinta principal causa de morte, tendo em conta 
as mortes provocadas pelo cancro, nos Estados Unidos (Jernal et al., 2011; Marconato, 2014). 
De facto, o estudo de LM no modelo canino apresenta várias vantagens que são cruciais no 
estabelecimento de paralelismos entre as duas espécies: a potencialidade do estudo dos factores 
de risco ambientais, uma vez que o cão e o Homem partilham o mesmo ambiente; a possibilidade 
de efetuar determinados procedimentos científicos na área da investigação que seriam 
dificilmente realizados na espécie humana, uma vez que as barreiras reguladoras são menos 
rigorosas para a espécie canina; o facto do ciclo de vida do cão comparativamente à espécie 
humana ser muito mais acelerado, uma vez que os linfomas surgem e têm recorrência em curtos 
espaços de tempo; o mapeamento genético de genes envolvidos na predisposição para a 
ocorrência de linfoma, possível de efetuar devido à estrutura rácica e ao facto de muitos criadores 
manterem uma anotação fiável de pedigrees multigeracionais; a oportunidade de procurar 
investigar estratégias a nível de diagnóstico e terapêutica, potenciada pela crescente expansão dos 
cuidados veterinários especializados e a crescente aposta na capacidade de diagnóstico e 




I. 2. Topoisomerase IIα e o seu estudo no linfoma canino 
 
I. 2.1. Topoisomerases – Classificação e actividade enzimática 
De acordo com McClendon & Osheroff (2007), a característica mais marcante do ADN é, 
possivelmente, a sua estrutura terciária em dupla hélice, tal como foi postulado por Watson e 
Crick (1953). A perceção de que esta conformação afetaria o processo de replicação celular, 
desde cedo intrigou a comunidade científica. De facto, para que possa ocorrer transcrição do 
ADN, é necessária a separação das duas cadeias complementares e o stress torcional que, 
subsequentemente, se gera a montante e a jusante da forquilha de replicação, faz com que 
ocorram superenrolamentos na molécula de ADN. Estes superenrolamentos podem ser positivos 
ou negativos, consoante ocorram a jusante ou a montante da forquilha de replicação. Como 
resultado, os superenrolamentos positivos rapidamente inibem a transcrição e os 
superenrolamentos negativos favorecem a formação de estruturas anormais de ADN, como laços, 
nós e catenanos. De modo a resolver este conjunto de problemas, existem enzimas capazes de 
alterar este estado topológico mantendo a integridade genómica, relaxando e desembaraçando as 
cadeias de ADN, designadas de topoisomerases (Kellner, Sehested, Jensen, Gieseler & Rudolph, 
2002; McClendon & Osheroff, 2007 e Pommier, Leo, Zhang & Marchand, 2010). 
O nome foi atribuído pela primeira vez por James Wang (1971), após a descoberta, em 
Escherichia coli, de uma proteína com capacidade de cortar e religar o ADN, que designou por 
topoisomerase. Hoje sabe-se que, nas células eucariotas, existem vários tipos pertencentes à 
família das topoisomerases, sendo que, na espécie humana, foram identificados cinco: 
Topoisomerase I, Topoisomerase IIα, Topoisomerase IIβ, Topoisomerase IIIα e Topoisomerase 
IIIβ (Provencio et al., 2003; Ferreira, 2008 e Wang, 2009). 
A ubiquidade das topoisomerases, bem como a sua associação não apenas ao ADN genómico, 
como também ao mitocondrial e cloroplástico, apontam para que estejam presentes desde os 
primórdios da vida (Burden & Osheroff, 1998). 
Estruturalmente, as topoisomerases são proteínas homodiméricas nucleares, cujos monómeros 
podem ser divididos em três domínios distintos: o domínio N-terminal, que funcionalmente se 
traduz no segmento ATPase; o domínio central, domínio de clivagem; o domínio C-terminal, que 






Figura 2. Estrutura da topoisomerase II: à esquerda a representação da estrutura cristalina de um 
homodímero da enzima de levedura. À direita, representação esquemática das estruturas de domínio da 
topoisomerase II humana. McClendon & Osheroff (2007). 
 
 
A ação das topoisomerases envolve vários passos e consiste em efetuar um corte temporário na 
molécula-alvo de ADN, após o qual promovem a passagem da cadeia complementar ou de uma 
molécula vizinha pelo espaço criado. A tirosina pertencente ao domínio catalítico central da 
enzima liga-se, através de uma ligação fosfodiéster, à extremidade da cadeia clivada, permitindo 
a manutenção do corte e da integridade do genoma. Efetuada a reparação topológica necessária, a 
topoisomerase liberta-se, religando as extremidades livres. Estas ligações covalentes são a 
característica distintiva de todas as topoisomerases e o mecanismo de ação, que aqui é descrito de 
forma simplificada, é comum a toda a família de topoisomerases (McClendon & Osheroff, 2007; 
Pommier et al., 2010;). 
De acordo com o tipo de corte que efetuam na molécula de ADN, as topoisomerases são 
classificadas em tipo I e tipo II: as topoisomerases de tipo I efetuam o corte de uma só cadeia, 
enquanto as de tipo II clivam as duas cadeias (Wang, 2009). 
A tabela 2 representa as principais características estruturais e funcionais dos dois tipos de 









Tabela 2. Classificação das topoisomerases celulares e suas propriedades estruturais e funcionais 




Relaxamento Características específicas Exemplos 
I 




E.coli: Topo I e III 
S.cerevisiae: Topo I e 
III 
H.sapiens: Topo III 
(α,β) 
IB Simples + e - 
Monomérica 
Similares às tirosina 
recombinases. 
E.coli: Topo IV 
Poxviridae: Topo I 
Topo I nos eucariotas 
II 
IIA Duplo + e - 
Necessita de Mg
2+
 e de ATP 
Homodiméricas nos 
eucariotas 
E.coli: Topo II e 
Topo IV 
A.thaliana: Topo II 
Topo II nos 
eucariotas 
IIB Duplo + e - 
Presente em todos os 
organismos 
A.thaliana: Topo IV 
 
A resolução dos superenrolamentos positivos e negativos é assim efetuada por topoisomerases de 
tipo I e de tipo II. As topoisomerases II têm ainda, devido ao seu modo de acção previamente 
mencionado, a capacidade de remover pré-catenanos, passo essencial no fim do processo de 
replicação. Em todas as células o processo de remoção dos pré-catenanos permite a separação dos 
cromossomas recém-replicados. Assim, para além do papel na resolução de superenrolamentos 
positivos a jusante da forquilha de replicação, função partilhada com as topoisomeases de tipo I, 
as topoisomerases de tipo II são fundamentais nos eventos mitóticos, como os processos de 
recombinação, separação das cromátides-filhas e na condensação-descondensação cromossómica 







Eis os principais passos do mecanismo de ação das topoisomerase II (Figura 3), adaptados de 
Burden & Osheroff, 1998: 
1 – Ligação ao ADN, interação modulada quer pela sequência nucleotídica, quer pela estrutura 
topológica; 
2 – Clivagem do ADN, na presença de um catião divalente; a enzima gera “quebras” de cadeia 
dupla, efetuando dois cortes coordenados em lados opostos da dupla hélice. Durante a cisão, há 
formação de ligações covalentes entre os resíduos de tirosina da enzima e o grupo fosfato do 
ADN. O ADN clivado nesta fase é referido como “complexo de clivagem”. 
3 – Passagem das cadeias de ADN, com incorporação do cofator ATP. 
4 – Religação das cadeias de ADN 
5 – Hidrólise do ATP com libertação das cadeias de ADN 




Figura 3.Ciclo catalítico da topoisomerase II. A numeração representa os passos descritos previamente no 







I. 2.2. Topoisomerase IIα 
Durante vários anos após a descoberta das topoisomerases eucarióticas de tipo II, pensou-se que 
apenas uma isoforma existiria, o que ainda acontece em alguns seres vivos como leveduras e 
Drosophila sp. A descoberta e estudo das duas isoformas – α e β – permitiu concluir que ambas 
revelam um alto grau de correspondência de identidade nas sequências de aminoácidos (cerca de 
70%), diferindo contudo nas massas moleculares (170 kDa e 180 kDa, respetivamente) e sendo 
codificadas por genes separados. A diferença estrutural reside na região C-terminal, que concede 
especificidade funcional às duas isoformas (Järvinen, Kononen, Pelto-Huikko & Isola, 1996; 
Kellner et al., 1997; Burden & Osheroff, 1998; Schrader et al., 2004; McClendon & Osheroff, 
2007). 
O gene codificante da TOP IIα está localizado no cromossoma 17q21-22 e, tal como a isoforma β 
(TOP IIβ), funciona como endonuclease e ligase, cortando e religando as cadeias de ADN 
(Kellner et al., 2002; Romero, Caldés, Díaz-Rubio & Martín, 2012; Chen et al., 2012). 
A TOP IIα está virtualmente envolvida na grande maioria dos aspetos do metabolismo do ADN, 
na organização e segregação cromossomal, sendo essencial para a sobrevivência dos organismos 
eucariotas (Burden & Osheroff, 1998; McClendon & Osheroff, 2007). 
A expressão de topoisomerase IIα nas células em proliferação de mamífero é variável nas 
diversas fases do ciclo celular: começa a ser detetada no final da fase G1, com um aumento 
durante o final da fase S, fase G2 e M, diminuindo no final da fase M. Pelo contrário, a 
concentração da isoforma β é independente do ciclo celular, sendo relativamente constante ao 
longo de todo o ciclo (Burden & Osheroff 1998; Kellner et al., 2002; Provencio et al., 2003; 
Brizova, Kalinova, Krskova, Mrhalova & Kodet, 2010). 
Esta dependência em função do ciclo celular justifica o conceito de que a TOP IIα tem um papel 
fundamental na proliferação celular, ao contrário da TOP IIβ, que se encontra igualmente 
presente em células quiescentes (Turley et al., 1997; Dingemans, Pinedo & Giaccone, 1998; 
Kellner et al., 2002; Pommier et al., 2010). 
Embora durante algum tempo se tenha pensado que a TOP II β poderia substituir a isoforma α, 
em células em proliferação em que esta última se encontrasse em deficiência, mutada ou inibida 
farmacologicamente, conforme referido em Kellner et al. (2002), sabe-se que essa compensação 
não se verifica em células de mamífero e que a função da isoforma β permanece por esclarecer 




A TOP IIα realiza a sua atividade em múltiplos locais do genoma, atuando preferencialmente em 
regiões de crossover (superenrolamentos, nós, catenanos) e relaxando superenrolamentos 
positivos com maior eficácia do que superenrolamentos negativos (Pommier et al., 2010). 
A atividade enzimática da TOP IIα é modulada por mecanismos complexos como a sua 
repressão/ativação transcricional e pós-transcricional, nomeadamente a estabilização do mRNA. 
Modificações pós-translacionais podem ocorrer e regular positivamente a sua atividade, como a 
sua fosforilação, na qual participam as enzimas caseína-kinase II e a proteína-kinase, importantes 
na remodelação da cromatina (o que explica a necessidade de topoisomerase IIα na condensação 
cromossómica). Determinadas interações com proteínas regulam negativamente a sua expressão, 
como a proteína supressora de tumores p53, o produto genético de suscetibilidade ao 
retinoblastoma, pRB e uma proteína da família 14-3-3, que também inibem a sua atividade, 
atuando como reguladores do ciclo celular. A indução de quiescência ou diferenciação terminal, 
também regulam negativamente a atividade enzimática da topoisomerase IIα. A alteração do seu 
tempo de semivida enzimático e da sua degradação, mediada por proteossomas, é também um 
mecanismo regulatório (Kellner et al., 2002). 
 
I. 2.2.1. Topoisomerase IIα como marcador de proliferação celular 
A TOP IIα é, pelo anteriormente referido, uma enzima chave no metabolismo do ADN, tendo um 
papel central na sua replicação. Mas a importância relativa ao seu estudo vai muito para além das 
suas características fisiológicas. Sendo a TOP IIα expressa principalmente em células que estão 
em processo de proliferação, esta enzima tem o potencial necessário para ser considerada e 
utilizada como um marcador de proliferação em células normais e em células neoplásicas. De 
facto, os anticorpos anti-TOP IIα marcam células na fase S, G2 e M, o que coincide com as fases 
do ciclo celular em que a enzima se encontra em maior concentração e atividade (Provencio, et 
al. 2003; Doussis-Anagnastopoulou et al., 2008). 
O estudo da TOP IIα como marcador de proliferação tumoral tem sido uma das vertentes 
exploradas cientificamente na espécie humana, traduzindo-se esses estudos na sua comparação 
com outros marcadores de proliferação, como o Ki-67. Dingemans et al. (1998) referiram que a 
TOP IIα é mais expressa em tecidos fortemente proliferativos, sendo fator preditivo de tempo 
sem recidivas e observando-se uma correlação com o marcador de proliferação Ki-67. Provencio 
et al. (2003) corroboraram esta afirmação, defendendo ainda que, no linfoma Hodgkin, a 




Doussis-Anagnastopoulou et al. (2008) referem que TOP IIα pode assim ser usada em células 
normais e neoplásicas como marcador de proliferação, demonstrando uma correlação positiva 
com o Ki-67. 
Brizova et al. (2010), num estudo que visava avaliar a correlação entre marcadores de 
proliferação (Ki-67, TPX 2 e TOP IIα) em linfoma de células do manto, concluíram que existia 
uma relação linear entre TPX 2 e TOP IIα, sendo os seus padrões de expressão similares durante 
o ciclo celular; em contraste, o marcador Ki-67 também está presente durante a fase G1, sendo 
dependente da sua duração. Assim, concluiu-se que a expressão de TOP IIα e TPX 2 
providenciavam uma melhor estimativa das células cíclicas, sendo considerada marcador de 
proliferação mais relevante para avaliar o desfecho clínico de pacientes com linfoma de células 
do manto do que a expressão de Ki-67. 
A função da enzima TOP IIα como marcador de proliferação celular tem repercussões no que 
toca à sua avaliação como fator de prognóstico, tema que será abordado em I.2.3 
 
I. 2.2.2. Fisiopatologia 
O aumento da expressão de TOPIIα em neoplasias reflete malignidade de várias formas. Pode 
dever-se, por exemplo, à deficiência nas células malignas de dois reguladores negativos da 
expressão das topoisomerases de tipo II: p53 e pRB. Estas proteínas estão inativadas em vários 
tumores humanos. A perda de função do regulador p53 impede ainda a deteção de dano no ADN, 
permitindo a sobrevivência de células em processo degenerativo. A combinação do aumento de 
atividade da topoisomerase com a deficiência funcional de p53, alimenta a instabilidade genética. 





















Figura 4. Esquema ilustrativo da capacidade genotoxica da topoisomerase II. McClendon & Osheroff 
(2007). 
 
Como referido anteriormente, a TOP IIα é uma enzima essencial no processo de proliferação 
celular; porém, pode tornar-se citotóxica. A formação dos complexos de clivagem DNA-TOP IIα 
é obrigatória para que a enzima realize as suas funções essenciais, como a remoção de catenanos, 
que deve ser efetuada antes da migração das cromátides para os pólos, processo que ocorre na 
anafase celular. Se os níveis dos complexos de clivagem forem demasiado baixos, as células 
perdem a capacidade de realizar a segregação cromossómica corretamente, podendo ocorrer 
aneuploidia, poliploidia e, em última análise, indução de um fenótipo letal. Por outro lado, se os 
níveis dos complexos de clivagem formados forem demasiado elevados, por sobre expressão de 
TOP IIα, podem ser convertidos em quebras permanentes de cadeia dupla no material genético, 
que, para além de inibirem processos essenciais no ADN, potenciam a iniciação de múltiplas vias 
de reparação/recombinação, propiciando a translocações cromossómicas e outras alterações do 
ADN. Ou seja, caso os níveis das quebras de ADN ultrapassem a capacidade celular, iniciam-se 
vias de apoptose, sendo esta a base do mecanismo de ação de vários agentes anticancerígenos; 
mas o processo apoptótico pode nem sempre ocorrer e, se a célula sobreviver aos danos 
genéticos, podem induzir-se alterações genómicas, como translocações cromossómicas ou perdas 
de ADN, promotoras de malignidade celular (Burden & Osheroff, 1998; Kellner et al., 2002; 




Um desses exemplos é a potenciação da formação de leucemias, envolvendo o gene mixed 
lineaged leukemia (MLL), localizado em 11q23, explicitado no final do capítulo I.2.2.3 
(McClendon & Osheroff, 2007). 
 
I. 2.2.3. Topoisomerase IIα como alvo terapêutico 
A TOP IIα é também o alvo terapêutico de vários fármacos utilizados em quimioterapia, tanto em 
humanos como nos animais, nomeadamente em tumores do sistema hematopoiético. De facto, 
vários estudos experimentais demonstraram que as células com níveis elevados de TOPIIα são 
mais sensíveis aos agentes cujo alvo terapêutico é a TOP IIα do que as células com baixa 
expressão da enzima (Turley et al., 1997; Burden & Osheroff, 1998; Doussis-Anagnastopoulou et 
al., 2008; Chen et al., 2012; Pedersen et al., 2015). 
Pelo contrário, são reduzidos os estudos que associam uma diminuição da expressão de TOP IIβ 
com a seleção de fármacos inibidores de topoisomerase II (Dingemans et al., 1998). 
Romero et al. (2011) referem que, em tumores humanos, a sobre expressão de TOP IIα foi 
relacionada com maior proliferação, maior agressividade tumoral e pior prognóstico. Já em 1997, 
Turley et al. referiram que tumores com altos níveis de proliferação, como seminomas e linfomas 
não-Hodgkin, continham altos níveis de expressão de TOP IIα.  
Como corolário, os tumores clinicamente mais agressivos são mais responsivos ao tratamento 
quimioterápico pelos fármacos anti-TOP IIα (Burden & Osheroff, 1998; Doussis 
Anagnastopoulou, et al., 2008). 
São vários os fármacos que têm como alvo primário a TOP IIα (Figura 5). Estes fármacos 
promovem efeitos similares em todas as espécies eucariotas, explorando o potencial letal da 
natureza desta enzima. Assim, ao invés de bloquear as suas funções catalíticas, estabilizam e 
aumentam os complexos de clivagem DNA-TOP IIα, provocando uma cascata de eventos que 
bloqueiam a forquilha de replicação, ocorrendo apoptose (Jävinen et al., 1996; Dingemans et al, 
1998; Burden & Osheroff, 1998; McClendon & Osheroff, 2007; Doussis-Anagnastopoulou et al., 
2008). 
McClendon & Osheroff (2007) sugerem que a capacidade dos fármacos anti-TOP IIα é 
indicadora de que estes agentes aproveitam vias pré-existentes utilizadas por “venenos” anti-
topoisomerase endógenos. Daqui se depreende que lesões que ocorram naturalmente no ADN, 





Dentro deste grupo alargado de fármacos, existem aqueles cujo mecanismo de ação passa por 
inibir a religação do ADN pós-clivagem, aumentando inclusive o tempo de vida dos complexos 
formados (etoposido, teniposido, doxorrubicina, daunorubicina, amsacrina e TAS-103) e aqueles 
que têm a capacidade de aumentar a taxa de formação dos complexos de clivagem (genistina, 
azatoxinas, elipticinas e a quinolina CP-115,953) (Fortune & Osheroff, 2000). O mecanismo 
exacto pelo qual os níveis de clivagem de ADN são aumentados é ainda pouco conhecido. 
Assim, os chamados “venenos” anti-topoisomerase II, agrupam-se em três classes: a primeira 
agrupa os fármacos que interagem com a TOP IIα através de uma ligação não-covalente, como a 
doxorrubicina, amsacrina, mitoxantrona, etoposido, teniposido e genistina; a segunda agrupa 
aqueles que estabelecem ligações covalentes, como a benzoquinona e 4’Cl-2,5pQ; a terceira 
agrupa os fármacos que, por ligações covalentes, modificam a estrutura do próprio ADN 
(McClendon & Osheroff, 2007). 
Os fármacos anti-topoisomerase II são usados em vários tipos de neoplasias em medicina 
humana. O etoposido, por exemplo, é usado em linfoma, tumor do pulmão e testicular. O grupo 
das antraciclinas é actualmente usado em larga escala, sendo a doxorrubicina o mais comum, 
utilizado em protocolos no tratamento de linfoma, leucemia, tumor mamário e vários tipos de 
sarcoma. A epirrubicina, igualmente uma antraciclina mas menos cardiotóxica do que a 
doxorrubicina, é usada na terapêutica do tumor mamário; a daunorubicina e idarubicina em 
leucemias agudas. Mitoxantrona é um fármaco usado igualmente em leucemias agudas, tumor 
mamário e dos ovários, tumor da bexiga e linfoma. Amsacrina é também usada em leucemias 






Figura 5. Representação das estruturas bioquímicas de algumas das drogas que tenham como alvo a 
topoisomerase II. Burden & Osheroff (1998) 
 
Os inibidores das topoisomerases têm assim efeitos antimitóticos e citostáticos. Contudo, pode 
haver resistência à ação destes agentes, nomeadamente por redução na atividade enzimática. Um 
dos mecanismos responsáveis, referido por Dingemans et al. (1998) poderá ser a hipermetilação 
do gene codificante para TOP IIα. Uma vez que estes fármacos são específicos do ciclo celular, 
alterações do ciclo celular podem também conferir resistência à sua ação, bem como alterações 
na cascata de eventos, decorrentes de dano no ADN (Dingemans et al., 1998; Dingemans et al., 
2001). 
De modo a identificar os pacientes que beneficiam dos referidos fármacos, há vários fatores a ter 
em conta, nomeadamente efeitos adversos que alguns deles provocam. As antraciclinas causam 
uma variedade de efeitos, sendo que as diversas manifestações de cardiotoxicidade são os mais 
importantes. Incluem ainda disfunção da medula óssea (Romero et al., 2011).  
O etoposido, por exemplo, pode induzir leucemia mielocítica aguda relacionada com o 
tratamento, bem como síndromes mielodisplásicos relacionados com tratamento, que muitas 
vezes progride para leucemia mielocítica aguda. Pensa-se que neste processo esteja envolvida a 




manutenção de complexos de clivagem. O mecanismo molecular pelo qual os complexos de 
clivagem induzem a translocação ainda não é totalmente conhecido (Pommier et al., 2010). 
 
I. 2.3. Papel da topoisomerase IIα como fator prognóstico em linfoma canino 
A quimioterapia é o tratamento de eleição no linfoma canino. O tratamento de linfoma canino 
recorre a protocolos baseados em antraciclinas, como a doxorrubicina, sendo o protocolo CHOP 
(ciclofosfamida+doxorrubicina+vincristina+prednisolona), um dos mais utilizados. Apesar da 
capacidade deste tipo de protocolos em conseguir tempos de remissão alargados, as taxas de 
recidiva permanecem elevadas, afetando um terço dos pacientes (Marconato et al., 2014; 
Zandvliet, 2016). 
Neste sentido, têm sido várias as alternativas estudadas, nomeadamente a imunoterapia. O 
aparecimento do anticorpo rituximab foi um desses passos. Porém, o facto de interagir com uma 
molécula que está subexpressa no linfoma canino (CD20) fez com que o seu sucesso fosse 
relativo. Num estudo realizado por Marconato et al. (2014), concluiu-se que o uso de uma vacina 
autóloga (com hidroxiapatite e derivados tumorais de proteínas de choque térmico) em adição ao 
protocolo quimioterápico poderia ser benéfico para cães com linfoma difuso de células B-
grandes, com efeito positivo no tempo de sobrevivência.  
O denominador comum parece ser, por enquanto, o recurso à quimioterapia. Assim, estudar a 
responsividade tumoral às antraciclinas continua a ser de especial importância. Esta resposta está 
dependente dos níveis de expressão de TOP IIα. Segundo Brizova et al. (2010), uma expressão 
elevada de TOP IIα pode ser um indicador de melhor prognóstico devido a um aumento da 
quimiossensibilidade tumoral. Do mesmo modo, uma baixa expressão desta enzima pode 
determinar uma maior resistência à quimioterapia. Por outro lado, se houver uma maior expressão 
enzimática, a proliferação tumoral será maior e o tempo de sobrevivência previsivelmente mais 
curto. Deste modo, o uso de TOP IIα como factor prognóstico continua a merecer debate, uma 
vez que ainda não é claro se os níveis elevados de TOP IIα serão benéficos por aumentarem a 
sensibilidade tumoral aos inibidores ou se estarão associados a um pior prognóstico, refletindo 








I. 2.4 Estudos em Oncologia Humana 
Como suporte para o trabalho científico realizado no âmbito desta tese de mestrado, foram 
avaliados alguns trabalhos realizados na área da oncologia humana, onde vários estudos têm 
vindo a investigar o valor preditivo de TOP IIα, usando diferentes métodos: alguns focam-se na 
determinação da expressão da enzima, outros na avaliação do número de cópias do gene 
codificante. Contudo, alguns resultados têm sido contraditórios e grande parte das técnicas não 
estão standardizadas (Romero et al., 2011). 
Dingemans et al. (2001) levaram a cabo um estudo em pacientes com tumor pulmonar onde 
verificaram que pacientes com níveis elevados da expressão de TOP IIα registaram um tempo de 
sobrevivência mais curto. 
Já Schrader et al. (2004) publicaram um estudo em linfoma das células do manto, em que o 
objetivo foi verificar se a expressão de TOP IIα, avaliada com recurso a imunohistoquímica, seria 
um fator de prognóstico clínico. O estudo demonstrou que não só a TOP IIα é um importante 
marcador de proliferação em linfoma das células do manto, como a elevada expressão da enzima 
estava associada a uma diminuição do tempo de sobrevivência. Concluíram que a identificação 
de pacientes a serem tratados de forma mais intensa, com protocolos mais agressivos, poderia ser 
realizada através da avaliação da expressão de TOP IIα. 
No estudo levado a cabo por Doussis-Anagnastopoulou et al. (2008), no qual se avaliou a 
expressão de TOP IIα como fator independente de prognóstico em linfoma Hodgkin, concluiu-se 
que o efeito prognóstico adverso foi verificado principalmente em estádios avançados da doença, 
não o sendo nos pacientes em estádios precoces. Nesse estudo, a alta expressão de TOP IIα, não 
conferiu sensibilidade aos quimioterápicos baseados na antraciclina, pois esteve associada a pior 
prognóstico clínico. Contudo, muitos dos pacientes avaliados estavam em estádios avançados de 
doença e assim não é claro que a diferença verificada se deva ao tratamento. Uma possível 
explicação que os autores encontraram para o sucedido foi a de que se a expressão de TOP IIα for 
elevada, o alvo para ação das antraciclinas será mais abundante, mas, ao mesmo tempo, quantas 
mais células expressarem TOP IIα, maior a quantidade de antraciclinas requerida; não sendo esta 
suficiente, a inibição da atividade enzimática pode ficar comprometida. 
Pentheroudakis et al. (2010) estudaram a expressão de TOP IIα em linfoma difuso de células B-
grandes, com pacientes tratados com protocolo CHOP. Recorrendo a técnicas de 
imunohistoquímica e fluorescência por hibridização in situ, verificaram que a expressão de TOP 




do ciclo celular e de proteínas do centro germinativo. Níveis elevados da expressão proteica de 
TOP IIα estavam não só associados a uma maior proliferação como exibiram uma maior 
percentagem nos linfomas do centro germinativo. Neste estudo não foram encontradas alterações 
no número de cópias do gene codificante para TOP IIα. 
Chen et al. (2012) procuraram avaliar o status genético e a expressão proteica de TOP IIα no 
linfoma difuso de células B-grandes. Concluíram, recorrendo a técnicas de DNA microarrays, 
imunohistoquímica e hibridização in situ cromogénica, que a aneuploidia do cromosssoma 17 
estava relacionada com um pior tempo de sobrevivência. A aneuploidia pode ser resultado da 
inactiviaçao de TOP IIα e contribuir ativamente para a carcinogénese. Este estudo sugeriu que a 
aneuploidia do cromossoma 17 podia resultar numa menor sensibilidade ao protocolo CHOP e 
ser um fator de prognóstico independente para o linfoma difuso de células B-grandes, mais fiável 
do que a expressão proteica de TOP IIα. 
Pedersen et al (2015) avaliaram a influência de alterações no número de cópias do gene de TOP 
IIα em linfoma difuso de células B-grandes primário e em recidiva. Verificaram que as alterações 
genéticas eram muito raras neste tipo de linfoma e que não implicavam inibição enzimática, não 
sendo por isso úteis como fatores preditivos de resposta ao tratamento. 
A importância do estudo genético da expressão de TOP IIα como fator preditivo de resposta ao 
tratamento é transversal aos vários tipos de tumor. De facto, avaliar a sobrexpressão de HER2 ou 
amplificação do gene, é recomendado como teste de rotina em todos os tumores mamários 
humanos. O gene vizinho do HER2, presente no braço longo do cromossoma 17, é o gene 
codificante para a TOP IIα. A amplificação de TOP IIα nos tumores mamários parece estar 
restrita aos casos de amplificação de HER2 e, deste modo, pacientes HER2 negativos podem não 
beneficiar de uma terapêutica com antraciclinas (Schindlbeck et al., 2010). 
Em medicina veterinária o estudo da expressão de TOP IIα na espécie canina é muito incipiente. 
De facto, não existem estudos que avaliem a utilização desta enzima como fator prognóstico, pelo 
que não existem técnicas standardizadas que nos permitam avaliar se a expressão desta proteína 







I. 2.5 Identificação de topoisomerase IIα por Imunohistoquímica Indireta 
A técnica de imunohistoquímica (IHC) assume um papel fundamental, não apenas na 
caracterização do imunofenótipo do linfoma mas na deteção da expressão de vários 
biomarcadores celulares. Com efeito, trata-se de uma técnica amplamente usada em laboratório 
de anatomia patológica. Destaca-se por ser uma técnica relativamente mais específica que outras 
técnicas de diagnóstico habitualmente efetuadas. Possibilita a deteção de antigénios específicos, 
permitindo o estabelecimento de conexões entre a imunomarcação observada e a lesão 
microscópica. Adicionalmente, podem realizar-se estudos prospetivos e retrospetivos numa 
variedade de amostras e as lâminas podem ser armazenadas durante muitos meses. As principais 
desvantagens prendem-se com o facto de ser uma técnica sensível na qual a standardização de 
protocolos é um processo difícil e moroso, que requer a padronização de múltiplas variáveis 
(Ramos-Vara, A., Avery, P.R., Avery, A.C., 2016). 
A fixação dos tecidos é um requisito base e a técnica requer a atenção permanente do operador. O 
fixador universal utilizado em histopatologia e no diagnóstico por imunohistoquímica é o formol 
tamponado. Fixar por defeito é muitas vezes pior do que uma fixação por excesso (sobre fixação) 
e é um problema comum na prática laboratorial, assim como a autólise tecidular. É de acrescentar 
o facto de a determinação por imunohistoquímica permitir uma avaliação semiquantitiva dos 
níveis de expressão da proteína em estudo e que, por isso, a interpretação dos resultados é 
subjetiva sendo fundamental que seja efetuada sempre pelo mesmo observador (Brizova et al., 
2010; Durayian, Govindarajan, Kaliyappan & Palanisamy 2012). 
Esta técnica pode ser realizada em tecidos fixados em formol e incluídos em parafina, ou 
congelados, e compreende múltiplas etapas, entre as quais a seleção dos reagentes apropriados, 
seleção dos casos, fixação e processamento dos tecidos, preparação das lâminas e interpretação 
dos resultados das imunomarcações. Deste modo, a marcação dos tecidos depende sempre do seu 
manuseamento e processamento antes do processo de coloração. Resultados inconsistentes 
podem dever-se a diversos fatores, como sejam: variações nos métodos de fixação, inclusão em 
parafina, congelação, descongelação, lavagem, secagem, aquecimento, corte incorreto das 
amostras, contaminação das amostras com outros tecidos e fluidos ou irregularidades inerentes ao 
tecido. Estas variações podem produzir artefactos, retenção de anticorpos ou resultados falso-
negativos. A utilização de contraste em excesso ou incompleto pode ainda comprometer a correta 
interpretação dos resultados. Os avanços nas técnicas de imunohistoquímica na última década, 




laboratórios de referência, o processo está bastante automatizado, com a aquisição de sistemas de 
integração da informação e de processamento de lâminas para análise (Taylor & Rudbeck, 2013). 
A técnica de imunohistoquímica pode dividir-se no método direto e indireto, consoante a 
coloração se processe num único passo (em que um anticorpo marcado conjugado reage 
diretamente com o antigénio) ou com recurso a um anticorpo secundário marcado que reage com 
o anticorpo primário, respetivamente (Figura 6). O método indireto é o mais sensível e foi o 




Figura 6. Esquematização dos métodos de IHC direta e indireta. Adaptado de Taylor & Rudbeck, 2013 
 
Os métodos indiretos abrangem várias técnicas, incluindo a técnica de imunohistoquímica 
indireta baseada em polímero (Figura 7). Esta técnica possui uma elevada sensibilidade e 
especificidade, consistindo na utilização de uma estrutura polimérica, o dextrano, na qual 
anticorpos e enzimas são conjugados.  
A primeira técnica de imunohistoperoxidase foi registada por Nakane & Pierce (1967). Desde 
essa altura, ocorreram muitos desenvolvimentos que resultaram nas técnicas de imunoperoxidase 
utilizadas atualmente. O emprego de rótulos poliméricos constitui um desenvolvimento recente, 
que veio suplantar-se aos sistemas de deteção de estreptavidina/biotina, os quais conferiam 












Figura 7. Esquematização do método de IHC indireta baseado em polímero de dextrano. Adaptado de 
Taylor e Rudbeck, 2013 
O kit utilizado no âmbito desta investigação foi o Novolink Polymer Detection Systems, do 
laboratório Novocastra, Leyca. Este procedimento permite assim a identificação quantitativa de 
antigénios, por microscopia ótica, em secções de tecido fixado em formalina e incluido em 
parafina, através de etapas sequenciais intercaladas com etapas de lavagem. Caso o anticorpo 
primário assim o exija, os cortes são submetidos à recuperação de epítopos – recuperação 
antigénica - antes de serem corados. A atividade endógena da peroxidase é neutralizada através 
da aplicação de um reagente de Bloqueio da Peroxidase (Peróxido de Hidrogénio a 3-4%). Segue-
se a aplicação do reagente de Bloqueio das Proteínas (Caseína a 0,4% em soro com tampão 
fosfato e produtos estabilizadores e surfactantes, bem como Bronidox L a 0,2% como produto 
conservante), para reduzir a ligação não específica dos anticorpos primários e do polímero. 
Subsequentemente, a secção é incubada com um anticorpo primário a uma diluição ótima. O 
anticorpo secundário (IgG de coelho anti-ratinho) é portanto utilizado para a deteção de 
anticorpos de ratinho. O Polímero (Poly-HRP-IgG anti-coelho contendo soro animal a 10% com 
solução salina tamponada) reconhece as imunoglobulinas de coelho e deteta os anticorpos 
secundários e quaisquer anticorpos de coelho ligados aos tecidos. As secções são ainda incubadas 
com o substrato/cromogéneo 3,3 – diaminobenzidina (DAB). A reação com a peroxidase produz 
um precipitado visível, de cor castanha, no local do antigénio. As secções são contrastadas com 
Hematoxilina e cobertas com uma lamela. Os resultados são interpretados por meio de um 
microscópio ótico, e ajudam a formular o diagnóstico diferencial dos processos fisiopatológicos, 




A imunomarcação específica para TOP IIα consiste na coloração castanha forte do núcleo e 
nucléolos celulares, por meio da utilização de anticorpos anti- TOP IIα. Considerações relativas 




Figura 8. Evidenciação de imunomarcação específica para topoisomerase IIα em tecido humano 













II. MATERIAL E MÉTODOS 
 
II. 1. Objetivo do estudo 
De acordo com o exposto nos capítulos anteriores, e pelas razões já referidas, foi objetivo deste 
estudo avaliar a expressão de TOP IIα em linfoma difuso de células B grandes em cão. Procurou-
se também avaliar a expressão desta enzima como fator prognóstico.  
A técnica laboratorial escolhida para a avaliação da expressão de TOP IIα foi a técnica de 
imunohistoquímica indireta (IHI) e o trabalho laboratorial realizou-se no Laboratório de 
Anatomia Patológica da Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade de Lisboa.  
 
II. 2. Recolha de dados e de material 
De um conjunto de 53 casos de LMC (diagnosticados no Serviço de Anatomia Patológica da 
Faculdade de Medicina Veterinária, no período de 1996 a 2001, recolhidos no âmbito da 
dissertação de doutoramento de 2006 “Contribuição para o Estudo do Linfoma Maligno no Cão”, 
cujo autor é orientador da presente dissertação de mestrado, o Professor Doutor Jorge Correia) 
foram seleccionados 12 casos para análise no âmbito do presente estudo. As 12 amostras 
corresponderam assim a 12 casos de linfoma difuso de células B grandes em linfonodo de cão. 
Todas as imunomarcações do presente trabalho foram efetuadas no laboratório de Anatomia 
Patológica da Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade de Lisboa. O corte dos blocos 
de parafina foi realizado em micrótomo de Minot (Leyca RM 2125), efetuando-se cortes de 3 µm 
de espessura depositados em lâminas para visualização ao microscópio ótico. 
 
II. 3. Técnica de Imunohistoquímica Indireta 
II. 3.1. Seleção dos casos  
Este estudo recaiu sobre o subtipo linfoma difuso de células B grandes, não apenas por ser o mais 
comum e melhor caracterizado, conforme referido no capítulo I.1.2.4, mas também por estarem 
associados, na espécie canina, a um elevado índice mitótico, a lesões de proliferação e a alto grau 
de malignidade.  
Pela necessidade de restringir este estudo a uma amostra pré-estabelecida e, na impossibilidade 




reagentes laboratoriais -, optou-se pela avaliação de 12 casos, bem caracterizados, dos 53 casos 
registados, tendo como critério as características de padrão de crescimento, fenótipo, 
classificação histológica, grau de malignidade e tempo de sobrevivência, em dias. Os casos 
selecionados foram aqueles que, por um lado, foram de encontro ao subtipo de linfoma que foi 
objeto de estudo e que, por outro, demonstraram maior agressividade tumoral, traduzida num 
reduzido período de sobrevivência. Este período de sobrevivência registado corresponde ao 
intervalo do diagnóstico até à morte do animal, sendo que em nenhum dos casos foi realizada 
terapêutica e que o procedimento de eutanásia foi aplicado quando a progressão da doença era 
avançada.  
Aos 12 casos foi atribuído um código sequencial, em que todos os casos possuem a inicial L e um 
número correspondente à ordem com que foram selecionados. A tabela 3 apresenta a resenha 
identificativa de cada caso e a tabela 4 as principais características relativas à caracterização 
histopatológica dos mesmos. 
 
Tabela 3. Resenha identificativa de cada caso de linfoma selecionado. 
Identificação Idade (anos) Raça Sexo Localização anatómica de LMC 
L1 11 Indeterminada F Cutânea 
L2 2 Cão da Serra da Estrela M Multicêntrica 
L3 3 Híbrido F Multicêntrica 
L4 5 Dobermann M Multicêntrica 
L5 7 Indeterminada F Multicêntrica 
L6 11 Indeterminada F Multicêntrica 
L7 4 Rafeiro do Alentejo M Multicêntrica 
L8 6 Indeterminada M Multicêntrica 
L9 4 Cocker Spaniel M Multicêntrica 
L10 11 Indeterminada M Multicêntrica 
L11 7 Indeterminada F Multicêntrica 







Tabela 4. Caracterização de cada caso em termos de fenótipo, padrão de crescimento, classificação 














































L9 B Difuso Imunoblástico A 5 
L10 B Difuso Imunoblástico A - 









II. 3.2. Seleção dos controlos 
De modo a proceder ao controlo de qualidade da técnica de imunohistoquímica, em cada técnica 
realizada utilizaram-se cortes extra com controlos de especificidade do anticorpo primário, de 
forma a garantir que as imunomarcações observadas se devem a uma ligação específica do 
anticorpo primário ao antigénio em análise. Os cortes de controlo tiveram sempre processamento 




 Controlo positivo para a imunomarcação:  
o Executado em cortes de tonsila humana e tonsila de cão. Os estudos mencionados 
em I.2.4 utilizaram como controlo positivo tonsila humana reativa, na sua maioria; 
mas também amostras de tumores com elevada expressão de TOPIIα, como 
tumores mamários. Segundo Taylor & Rudbeck (2013), os tecidos com coloração 
positiva fraca são mais apropriados do que os que têm uma coloração positiva 
forte para proporcionarem um nível ideal de controlo. Assim, os controlos de 
tecido positivo selecionados neste estudo foram, numa primeira fase, cortes de 
tonsila humana, para garantir que os anticorpos primários possuíam especificidade 
para TOPIIα humana e, numa fase posterior, cortes de tonsila de Cão, de modo a 
perceber se ambos os anticorpos obtinham imunomarcação positiva para TOPIIα 
de Cão. 
  
 Controlo negativo para especificidade de marcação: 
o Executado em cortes do caso a analisar, substituindo-se o anticorpo primário pela 
incubação das amostras com soro normal não imune. 
 Selecionou-se ainda uma amostra de linfonodo normal de Cão, não reativo e não 
neoplásico, a qual foi processada do mesmo modo que os cortes dos casos a analisar, de 
modo a garantir a especificidade da imunomarcação. A imunomarcação foi 
posteriormente comparada com a obtida pelas amostras de LMC. 
 
II. 3.3. Caracterização dos anticorpos primários 
Uma vez que não existem anticorpos primários comerciais com especificidade para TOP IIα de 
Cão, otimizaram-se dois anticorpos primários, caracterizados de seguida, de forma a avaliar se 
algum dos dois permitiria obter uma marcação específica que conduzisse à padronização do 
protocolo de imunohistoquímica.  








Tabela 5. Anticorpos primários, características técnicas. 
Nome Origem e referência Espécie produtora Clonalidade 
Ki-S1 Millipore, MAB4197 Rato, anti-TOP IIα humana Monoclonal 
4733 Cell Signaling, #4733 Coelho, anti-TOP IIα humana Policlonal 
 
O anticorpo monoclonal Ki-S1 encontra-se bem descrito na literatura científica, pertencendo à 
classe das IgG2a que confere marcação à TOP IIα humana. A imunomarcação evidenciada é 
nuclear, destacando-se a marcação dos nucléolos em células em proliferação, estado em que a 
enzima se encontra em maior concentração, conforme referido previamente. Num estudo de 
Kellner et al. (1997), vários anticorpos monoclonais foram testados contra o antigénio TOP IIα, 
sendo que a afinidade de ligação ao antigénio in vitro foi superior no anticorpo Ki-S1 à afinidade 
encontrada nos restantes 4 anticorpos testados. O anticorpo Ki-S1 estabelece ligação com a 
região C-terminal da molécula de topoisomerase, região variável caracterizada no capítulo I.2.1. 
Sendo este um anticorpo monoclonal bem caracterizado, o pressuposto foi o de que, em teoria, 
pudesse vir a evidenciar marcação específica para TOP IIα de cão. 
Quanto ao anticorpo primário 4733 as informações disponíveis são relativamente escassas. Trata-
se de um anticorpo policlonal obtido por imunização dos animais com um péptido sintético 
correspondente à sequência da TOP IIα humana, sendo frequentemente utilizado em técnica de 
Western-Blott para deteção de TOP IIα endógena. 
 
II. 3.4. Otimização e validação da técnica em amostras de cão 
O protocolo de imunohistoquímica indirecta foi otimizado para obtenção de imunomarcação 
específica contra o antigénio TOP IIα.  
O processo revelou-se complexo e moroso, culminando na alteração de variáveis do protocolo 
original de imunohistoquímica, que foi inicialmente baseado no sugerido pelos fabricantes dos 
anticorpos primários. Foram assim realizados diferentes protocolos em que se procedeu à 
alteração, muitas vezes simultânea - e sempre registada -, de mais do que uma variável.  
A avaliação da técnica consistiu na visualização ao microscópio ótico da imunomarcação obtida 
nos cortes de controlo e, numa segunda fase, pelos cortes de linfonodo-caso. Foram assim 





 Diluição do anticorpo primário 
o Incubaram-se os anticorpos primários em concentrações 1/100 e 1/50, respeitando 
o intervalo de diluições ótimas proposto pelos fabricantes. A diluição que 
apresentou melhores resultados foi a de 1:50. 
 
 Tempo de incubação do anticorpo primário 
o O tempo de incubação de 30 minutos foi testado inicialmente, tendo-se obtido 
sempre marcação inespecífica citoplasmática nos controlos positivos. Optou-se 
pela incubação overnight, à temperatura de 4ºC. 
 
 Método de recuperação antigénica 
o O método de recuperação antigénica baseou-se na exposição dos epítopos pela 
ação do calor, método designado sob a sigla HIER. Não existiam sugestões 
específicas quanto ao meio a utilizar, pelo que se optou por realizar os dois 
procedimentos – panela de pressão e micro-ondas – na maioria das vezes em 
procotolos alternados. O tempo de recuperação antigénica também variou: para 
panela de pressão 4, 8, 10 e 15 minutos; para micro-ondas 15 e 20 minutos (neste 
último caso, 10 minutos iniciais, com interrupção por abertura do micro-ondas e 
ligeiro arrefecimento, mais 10 minutos de aquecimento). O pH do tampão de 
recuperação antigénica foi sempre testado e assumiu constantemente o valor de 
6.0. Verificou-se que a recuperação antigénica efetuada em micro-ondas com o 
tempo de 15 minutos foi a mais eficiente, sendo que os melhores resultados foram 
obtidos quando o tampão de recuperação foi renovado, ao contrário das técnicas 
em que foi reutilizado. 
 
 
A tabela 6 apresenta as variações realizadas no protocolo de imunohistoquímica, por anticorpos 



























- - N - 
Ki-S1 1:50 30’ PP, 6.0 (4’) + Inesp. N N 
Ki-S1 1:50 Overnight PP, 6.0 (10’) + N N N 
Ki-S1 1:50 Overnight PP, 6.0 (8’) - - N N 















PP: N MO: N PP: N MO: N 
Ki-S1 1:50 Overnight 
MO, 6.0 RT (15’) 
 
+ + + + 





- - N - 
4733 1:50 30’ PP, 6.0 (4’) + Inesp. N N 
4733 1:50 Overnight PP, 6.0 (10’) + Inesp. N N 














PP: N MO: N PP: N MO: N 
4733 1:50 Overnight MO, 6.0 RT (15’) + Inesp + + 
4733 1:50 Overnight 
MO, 6.0 (10+10’) 
 
+ Inesp Inesp. Inesp. 
PP = HIER por panela de pressão; MO = HIER por micro-ondas; RT = tampão de recuperação antigénica renovado 
+ = imunomarcação específica positiva, inclui a imunomarcação de fraca intensidade; - = imunomarcação negativa; 





As figuras 9, 10 e 11 representam a imunomarcação considerada como marcação específica 





















Figura 9. Imunomarcação específica positiva de TOP 
IIα. A seta aponta para núcleos corados de castanho 
forte. IHC: anticorpo monoclonal Ki-S1, coloração de 
fundo pela Hematoxilina, caso L12.  (Barra =20 μm) 
 
Figura 10. Imunomarcação inespecífica 
citoplasmática. A seta aponta para coloração 
acastanhada somente no citoplasma. IHC: anticorpo 
monoclonal Ki-S1, coloração de fundo pela 
Hematoxilina, caso L11. (Barra =20 μm) 
 
Figura 11. Imunomarcação negativa para TOP IIα. A 
seta aponta para coloração azulada do núcleo celular. 
IHC: anticorpo monoclonal Ki-S1, coloração de fundo 







O procedimento técnico otimizado e adotado para análise dos casos em estudo foi o que se 
apresenta de seguida: 
 
1 - Desparafinação dos cortes: em xilol e re-hidratação em concentrações decrescentes de álcool 
etílico (100º duas vezes, 95º e 70º), durante 5 minutos cada; 
2 – Lavagem em água destilada, durante 5 minutos; 
3 – Recuperação antigénica: as lâminas são colocadas nos suportes adequados e intervaladas a 
espaços regulares. De seguida o recipiente com tampão de recuperação antigénico comercial, 
diluído a 1:10 em água destilada, é colocado no micro-ondas e posteriormente o suporte com 
lâminas é colocado no recipiente. O micro-ondas processa o aquecimento durante 15 minutos a 
700 W; 
4 – Lavagem em água corrente para arrefecimento, durante 30 segundos; 
5 – Lavagem em PBS; 
6 – Inibição da peroxidase endógena, durante 15 minutos a temperatura ambiente; 
7 – Lavagem em PBS; 
8 – Bloqueio de proteínas, durante 5 minutos; 
9 – Lavagem em PBS; 
10 – Incubação do anticorpo primário: Ki-S1, diluído a 1:50 em tampão comercial, com 
incubação overnight à temperatura de 4ºC. 
11 – Duas lavagens em PBS; 
12 – Aplicação do anticorpo secundário: IgG de coelho anti-ratinho, comercial, durante 30 
minutos; 
13 – Lavagem em PBS; 
14 – Aplicação do polímero, durante 30 minutos; 
15 – Lavagem em PBS; 
16 – Revelação com solução DAB, durante 5 minutos à temperatura ambiente; 
17 – Lavagem em água destilada, durante 2 minutos; 
18 – Aplicação de coloração de fundo pela Hematoxilina, durante 5 minutos; 
19 – Lavagem em água corrente para azular; 
20 – Proceder à desidratação, em concentrações crescentes de álcool etílico até xilol; 





II. 3.5. Método de classificação final  
O método de classificação final das imunomarcações observadas foi o seguinte: em cada caso 
foram observados 5 campos do corte, nas zonas que exibiam imunomarcação mais exuberante, e 
foram contadas todas as células por campo fotográfico obtido (microscópio ótico, ampliação de 
400x). O programa informático utilizado para as contagens celulares foi o ImageJ (Image 
Processing and Analysis in Java). O resultado foi indicado em forma de percentagem. A 
densidade celular por campo fotográfico na referida ampliação foi variável, encontrando-se os 
valores da média do número de células dos campos, contabilizadas por caso, registados na tabela 
7. Todos os campos fotográficos obedeceram às mesmas condições de regulação microscópica, 
especificadas no anexo 1. 
A contagem foi efetuada de acordo com uma estratificação de intensidade de imunomarcação 
pré-estabelecida, de modo a diminuir a subjetividade da avaliação entre campos fotográficos e 
entre casos. Assim, a escala foi dividida em imunomarcação específica intensa, imunomarcação 
específica moderada e imunomarcação nula (Figura 11). Foi efetuada a soma da contagem dos 
núcleos positivos com imunomarcação específica intensa e com imunomarcação específica 




Figura 12. Representação da escala-padrão de intensidade de marcação (imunomarcações efetuadas em 
linfonodo-caso, ampliação 400x). 
A – imunomarcação específica intensa: seta evidencia núcleo e nucléolos com coloração positiva castanha forte; B – 
imunomarcação específica moderada: seta evidencia núcleo com coloração positiva acastanhada de menor 
intensidade da observada em A; C – imunomarcação nula: seta evidencia núcleo e citoplasma azulados, sem qualquer 




II. 4. Análise do índice de TOP IIα, Ki-67 e tempo de sobrevivência 
A avaliação da expressão de TOP IIα como fator prognóstico foi efetuada com recurso à 
comparação dos resultados obtidos com dois parâmetros: o índice de Ki-67 e o tempo de 
sobrevivência, de cada caso. 
Os valores referentes ao índice de Ki-67 e ao tempo de sobrevivência foram recolhidos no estudo 
de casos de 2005, no âmbito da dissertação “Contribuição para o Estudo do Linfoma Maligno no 
Cão”, de onde foram recolhidos os presentes casos. Os dados foram assim disponibilizados pelo 
autor.  
O índice de marcação de Ki-67 foi obtido por imunomarcação do antigénio com o clone MIB-1. 
Como referido em I.2.2.1, o Ki-67 é um marcador conhecido de proliferação celular, expresso 
durante as fases ativas de proliferação celular, detetado no núcleo celular. O estudo da sua 
imunomarcação permite assim determinar a atividade proliferativa das células tumorais. (Gocke, 
2002). Deste modo, o objetivo da comparação das imunomarcações obtidas com o índice de Ki-
67 foi avaliar o papel da TOP IIα como marcador de proliferação celular nos casos em estudo. 
O tempo de sobrevivência foi um critério de escolha dos casos em estudo e corresponde, 
conforme referido em II.3.1, ao intervalo do diagnóstico até à morte do animal. O procedimento 
de eutanásia foi aplicado quando a progressão da doença era avançada. O objetivo da associação 
da expressão de TOP IIα com o tempo de sobrevivência foi avaliar o papel da enzima como fator 
prognóstico em linfoma difuso de células B grandes em cão.  
O valor obtido da expressão de TOP IIα teve variação entre casos pelo que, com base na 
metodologia efetuada em alguns estudos (Provencio et al., 2003; Schrader et al., 2004; Doussis-
anagnastopoulou et al., 2008; Chen et al., 2012), se optou por dividir o índice de TOP IIα em 
classes. Uma vez que não existem referências para a espécie canina, selecionaram-se duas 
classes: elevada expressão ou baixa expressão. Esta divisão foi efetuada de modo a ser possível 
agrupar os resultados obtidos e estabelecer os estudos de correlação necessários. O critério 
escolhido para seleção do valor de cutoff teve como base os valores da média das 






II. 5. Análise Estatística 
Neste estudo recorreu-se ao programa Microsoft Office Excel (versão 2013) para efetuar a tabela 
de dados que enquadrou a análise descritiva dos dados: a percentagem de células TOP IIα 
positivas, o índice de expressão TOP IIα selecionado, a percentagem de células Ki-67 positivas e 
o tempo de sobrevivência, expresso em dias. No cálculo dos valores referentes à média e mediana 
das marcações obtidas utilizou-se a funcionalidade “descriptive statistics” incluída na “data 
analysis”. 
Esta tabela serviu como suporte à análise estatística levada a cabo no programa IBM SPSS 
Statistics versão 23 (n=12). Assim foi avaliado, por meio de teste de Spearman: 
 Correlação entre índice de TOP IIα e positividade para Ki-67 



























III. 1. Estratificação da imunomarcação específica obtida para TOPIIα 
Após o processo de otimização da técnica, foi obtida imunomarcação específica para TOP IIα, 
conforme evidenciado na figura 8 do capítulo II.3.4. Nos casos a avaliar, 7 dos 12 casos (58%) 
registaram marcação específica para TOPIIα (L1, L2, L3, L8, L10, L11 e L12) (Figura 14 e 
Figura 16), sendo que os restantes 5 casos (42%) (L4, L5, L6, L7, L9) não obtiveram marcação 
específica, após a utilização do protocolo descrito em II.3.4. O linfonodo normal também registou 
marcação específica positiva (Figura 15), assim como os controlos positivos, tonsila humana e 
tonsila de Cão (Figura 13). 
 
 
    











Figura 13. Imunomarcação específica positiva de 
TOP IIα. IHC: anticorpo monoclonal Ki-S1, 
coloração de fundo pela Hematoxilina, controlo 
positivo (tonsila de Cão). (Barra =20 μm) 
Figura 14. Evidenciação de imunomarcação 
específica intensa de TOP IIα em linfonodo com 
linfoma. IHC: anticorpo monoclonal Ki-S1, 
coloração de fundo pela Hematoxilina, caso L10 
(tonsila de Cão). (Barra =20 μm) 










Foram efetuadas as contagens celulares, conforme expresso em II.3.5. As contagens foram 
efetuadas nos cortes de linfonodo-caso e de linfonodo normal. A imunomarcação não foi 
uniforme entre casos, tendo-se verificado variação na quantidade de células marcadas e ligeiras 
variações na intensidade da imunomarcação. 
A tabela 7. representa a percentagem de marcação positiva para TOPIIα, incluindo a sua 
estratificação em imunomarcação de nível intenso e imunomarcação de nível moderado.  
 
Tabela 7. Estratificação da imunomarcação obtida para TOPIIα. 
Identificação 





Imunomarcação de nível 
intenso 
Imunomarcação de nível 
moderado 
LNormal 3,8 1,2 2,6 633 
L1 38,7 16,9 21,8 207 
L2 29,5 5,2 24,3 268 
L3 6,8 1,9 6,8 283 
L8 24,1 5,7 18,4 251 
L10 28,5 10,0 18,5 359 
L11 19,1 1,8 17,3 262 
L12 31,9 15,6 16,4 342 
LNormal = linfonodo normal usado como controlo interno para a imunomarcação imunohistoquímica de 
topoisomerase IIα. 
Densidade celular corresponde ao número médio de células por campo fotográfico obtido com ampliação de 400x. 
Figura 16. Evidenciação de imunomarcação 
específica moderada de TOP IIα  em linfonodo 
com linfoma. IHC: anticorpo monoclonal Ki-S1, 
coloração de fundo pela Hematoxilina, caso L2. 
(Barra =20 μm) 
  
 
Figura 15. Evidenciação de imunomarcação de TOP 
IIα obtida em linfonodo normal. IHC: anticorpo 
monoclonal Ki-S1, coloração de fundo pela 






III. 2. Avaliação de índice de expressão de TOP IIα 
De acordo com o descrito no capítulo II. 4., foi calculada a média e mediana das marcações 
obtidas nos cortes de linfonodo-caso e linfonodo normal. A média das imunomarcações totais 
obtidas, incluindo a obtida em linfonodo normal, foi de 22,8% e a mediana de 26,3%.  
Uma vez que os resultados não seguem uma distribuição normal e de forma a agrupar resultados 
e estabelecer os necessários estudos de correlação entre grupos, optou-se pela divisão de todos os 
casos em duas classes: alta expressão, em que se incluíram todos os casos com percentagem de 
imunomarcação superior à média; baixa expressão, em que se incluíram todos os casos com 
percentagem de imunomarcação inferior à média (Tabela 8). 
 
Tabela 8. Divisão em classes segundo índice de expressão topoisomerase IIα por caso. 
Identificação Células TOPIIα positivas (%) 
Índice de TOPIIα 
(cutoff de 22,8%) 
LNormal 3,8 baixo 
L1 38,7 elevado 
L2 29,5 elevado 
L3 6,8 baixo 
L8 24,1 elevado 
L10 28,5 elevado 
L11 19,1 baixo 
L12 31,9 elevado 
 
III. 3. Comparação com índice de Ki-67 e tempo de sobrevivência 
A tabela 9 representa o enquadramento geral dos resultados obtidos. Inclui o índice de Ki-67 e o 






































24,1 39,1 4 












31,9 67,9 2 
 
As tabelas 10 e 11 são o resultado dos testes de correlação efetuados entre o índice de TOPIIα e 
índice de Ki-67 (Tabela 10) e entre o índice de TOPIIα e o tempo de sobrevivência (Tabela 11). 
 







rô de Spearman Índice de topoisomerase Coeficiente de Correlação 1,000 -0,198 
Sig. (bilateral) . 0,707 
N 7 6 
Células Ki-67 positivas Coeficiente de Correlação -0,198 1,000 
Sig. (bilateral) 0,707 . 













rô de Spearman Índice de topoisomerase Coeficiente de Correlação 1,000 -0,488 
Sig. (bilateral) . ,326 
N 7 6 
Tempo Sobrevivência Coeficiente de Correlação -0,488 1,000 
Sig. (bilateral) 0,326 . 
N 6 6 
 
De acordo com a tabela 10 verifica-se que o coeficiente de correlação para a relação entre índice 
de TOPIIα e índice de Ki-67 foi de -0,198, o que é indicador de que não foi observada correlação 
entre estes dois parâmetros (valor de coeficiente de correlação próximo de 0).  
Segundo a tabela 11, o coeficiente de correlação para relação entre índice de TOPIIα e tempo de 
sobrevivência é foi -0,488, o que é indicador de que existe uma aparente correlação moderada 




















IV. DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 
 
IV. 1. Caracterização das amostras em estudo 
A seleção dos casos que foram objeto de análise neste estudo obedeceu a critérios pré-
estabelecidos: selecionaram-se os casos com o mesmo subtipo de LMC, com elevada 
agressividade tumoral, sem recurso a terapêutica e, consequentemente, exprimindo um tempo de 
sobrevivência muito curto. O objetivo foi selecionar uma população de casos que correspondesse 
a tumores com elevada proliferação e onde fosse teoricamente plausível que a técnica de 
imunohistoquímica para marcação da enzima TOPIIα, obtivesse resultados fiáveis. Assim, não 
foi possível obter a comparação dos valores de expressão de TOPIIα entre diversos subtipos de 
LMC, sendo que o estudo se restringiu ao subtipo difuso de células B grandes e, por isso, os 
resultados não podem ser extrapolados para qualquer outro subtipo. 
É possível verificar que a amostra (n=12) teria que ser maior para que os resultados fossem 
estatisticamente sólidos, principalmente tendo em conta os parâmetros em análise e o facto de a 
imunomarcação positiva, com o protocolo delineado no capítulo II.3.4 e recorrendo ao anticorpo 
monoclonal Ki-S1, ter sido obtida em 58% dos casos.  
Apesar de todos os casos terem sido sujeitos ao mesmo protocolo de imunohistoquímica na 
avaliação final, a não positividade de 42% dos casos poderá ter-se devido ao facto das amostras 
não serem recentes e de poderem haver algumas alterações no processo de fixação dos tecidos, 
pelo que a estabilidade dos mesmos poderá ter sofrido alguma alteração; erros da própria técnica 
que tenham potenciado uma distribuição não-uniforme do anticorpo não se podem excluir.  
 
IV. 2. Análise da expressão de TOPIIα obtida em linfoma canino por IHI 
Embora os resultados não possam ser considerados estatisticamente significativos, devido ao 
reduzido número de casos, dão indicações importantes, especialmente tendo em conta que este se 
trata de um estudo pioneiro no âmbito da medicina veterinária. Assim: 
1. O protocolo de imunohistoquímica para imunomarcação específica anti-TOPIIα canina 
foi otimizado, embora não se excluam possíveis melhorias futuras. De facto, apenas a 
imunomarcação considerada específica foi contabilizada; a marcação citoplasmática, 
considerada inespecífica, foi visualizada em vários casos, o que é indicativo de que a 




segundo Turley et al. (1997), pode existir uma fração citoplasmática de TOPIIα, cujo 
papel seria atuar como reservatório de enzimas inativas, que, quando requeridas, seriam 
ativadas e translocadas para o núcleo celular. Na espécie canina este facto não se encontra 
descrito mas não se pode excluir essa possibilidade; 
2. O anticorpo monoclonal Ki-S1 (MAB4197, Millipore) mostrou melhor imunomarcação 
específica relativamente ao anticorpo policlonal 4733 (Cell Signaling) - com uma 
coloração mais intensa do núcleo celular e evidenciação nucleolar - embora não se exclua 
que se pode obter imunomarcação específica recorrendo a ambos os anticorpos, como se 
verificou nos testes realizados aquando da padronização do protocolo de 
imunohistoquímica;  
3. Foi possível a obtenção de imunomarcação específica para a expressão de TOPIIα em 
células de cão, nomeadamente em tecidos de amígdala, linfonodo e linfoma difuso de 
células B-grandes. De facto, a padronização da técnica de imunohistoquímica revelou-se o 
fator primordial e central deste estudo, pois apresentou muitas dificuldades que obrigaram 
a uma otimização cuidada e morosa. Com o protocolo estabelecido, foi possível obter uma 
imunomarcação considerada satisfatória, muito embora possa não apresentar ainda a 
qualidade das imagens que se encontram em alguns artigos, referentes à imunomarcação 
para a mesma enzima em humanos. 
As imunomarcações obtidas nos 7 casos considerados positivos, não seguiram uma 
distribuição uniforme. De facto, existiu variação entre casos o que obrigou à divisão nos 
dois grupos previamente descritos (alta e baixa expressão). No entanto, considerando 
apenas a imunomarcação de nível moderado – no processo de estratificação da marcação 
obtida (Tabela 7) – percebe-se que houve uma menor variação entre casos, o que já não 
acontece para a considerada marcação de nível intenso. Tal pode dever-se ao facto de o 
protocolo de IHI utilizado poder ainda ser melhorado, potenciando uma coloração mais 
exuberante das células marcadas positivamente ou ao facto de os tecidos terem sido 
fixados há um longo período de tempo; 
4. Todos os casos de linfoma mostraram maior expressão de TOPIIα do que a verificada em 
linfonodo normal. Este resultado era expectável, uma vez que, estando a enzima expressa 
em maiores quantidades em células em proliferação, a percentagem de células neoplásicas 
com imunomarcação positiva seria mais elevada do que em tecido normal, pese embora a 




5. Os valores percentuais encontrados para a positividade das células à TOPIIα, expressos na 
tabela 9, variam de 6,8% a 38,7%, com média de 25,5% (marcação positiva total), nos 
casos de linfoma em estudo. Comparando com estudos efetuados em oncologia humana (e 
já descritos parcialmente no capítulo I.2.4), estes valores são próximos dos relatados por 
Schrader et al. (2004), em que a expressão de TOPIIα em linfoma maligno do manto 
variou de 0,7% a 57,8%, com média de 12,7%. A amostra, porém, foi significativamente 
superior (95 pacientes não tratados). Contudo, o estudo levado a cabo por Chen et al. 
(2012), em linfoma difuso de células B grandes, encontrou valores de expressão de 
TOPIIα significativamente superiores (4% a 94%, sendo a sobre expressão considerada 
nos casos em que a percentagem excedia os 30% e encontrada em 50% de todos os casos). 
6. Não foi encontrada relação entre índice de TOPIIα e a percentagem de células marcadas 
para Ki-67. Deste modo não foi possível avaliar o papel da enzima como marcador de 
proliferação de células neoplásicas, tal como efetuado por Brizova et al. (2010) ou 
Provencio et at. (2003), que concluíram que se tratava de um marcador de proliferação 
mais eficaz do que Ki-67;  
7. Existe uma aparente correlação moderada negativa entre índice de TOPIIα e tempo de 
sobrevivência. De facto, pela observação das tabelas 9 e 11, conclui-se que casos com 
elevada expressão da enzima correspondem a casos com menor tempo de sobrevivência e 
que casos com baixa expressão enzimática correspondem a casos com maior tempo de 
sobrevivência. Os resultados apontam para que a expressão de TOPIIα possa ser 
considerada um fator de prognóstico para linfoma canino. No entanto, pelas razões 
enunciadas previamente, principalmente o facto de serem poucos casos, os tempos de 
sobrevivência serem muito semelhantes, com exceção do caso L3 (65 dias), os resultados 
são pouco significativos do ponto de vista estatístico. A diferença, em termos de dias de 
sobrevivência entre os casos, é muito pequena e por isso não é possível afirmar que a 
expressão enzimática de TOPIIα corresponda a um fator prognóstico estatisticamente 
negativo. Com base na extrapolação dos resultados obtidos para um plano teórico, se o 
número de casos fosse superior, seria plausível que se obtivesse um gráfico linear com a 
representação de uma curva em que a uma menor expressão de TOPIIα corresponderiam 
os casos com maior tempo de sobrevivência. Estes resultados parecem coincidir com os 




adverso foi verificado principalmente em estádios avançados da doença, como acontece 
normalmente no cão. 
8. A expressão de TOPIIα pode ser um fator de prognóstico em linfoma B difuso de células 
grandes em cão. De facto, esta é uma hipótese que, pelos resultados enunciados e pelo 
relatado ao longo da discussão, permanece em aberto para a espécie canina. Requer-se, 
para isso, o recurso a uma amostra de maior número de casos e mais recente, em termos 
de colheita de material para análise histopatológica. Com uma amostra mais 
representativa e ligeiras melhorias na padronização da técnica de imunohistoquímica, 
preferencialmente com uma maior disponibilidade laboratorial de reagentes, será possível 
estudar de forma mais aprofundada a expressão de TOPIIα neste subtipo de LMC.  
9. Seria interessante, em termos de futuros estudos, comparar vários tipos histológicos de 
LM quanto à expressão de TOP IIα, no sentido de perceber se poderão existir diferenças 
significativas entre grupos. Teoricamente, linfomas difusos de células grandes seriam 
mais agressivos do que linfomas de células pequenas, tendo assim reflexo na expressão de 
TOP IIα. Comparando, por exemplo, linfomas de alto grau versus linfomas de baixo grau 
de malignidade e linfomas tipo B versus linfomas tipo T, será previsível, em teoria, que os 
linfomas de alto grau tenham uma maior expressão de TOP IIα, bem como os linfomas de 
tipo T, pois normalmente são mais agressivos. 
10. Outra melhoria interessante do ponto de vista científico seria realizar o mesmo tipo de 
estudo em animais a receber tratamento com protocolo baseado na doxorrubicina e dividir 
o estudo em grupos, de modo a perceber se os animais com imunomarcação elevada de 













IV. 3. Conclusões 
O LMC tem, hoje em dia, uma elevada expressão do ponto de vista de patologia oncológica na 
espécie canina. O seu estudo, com vista a melhorias no âmbito terapêutico, tem sido alargado ao 
longo dos últimos anos, sendo, a par dos tumores mamários, um dos tipos de neoplasias mais 
commumente estudados, quer na área laboratorial, quer no âmbito clínico. As manifestações 
habitualmente agressivas que o LMC assume são assim a grande justificação para que se continue 
a aposta, a nível académico e científico, nestes estudos. 
A avaliação da expressão da enzima TOP IIα poderá, assim, ser benéfica relativamente a este e 
outros tipos de neoplasias da espécie canina. Em primeiro lugar, em termos de diagnóstico: 
perceber a agressividade tumoral com base na sua atividade proliferativa será tanto mais fiável 
quão mais fiável e testado for o marcador de proliferação em causa. Em segundo lugar, em 
termos terapêuticos, será interessante e premente perceber até que ponto um paciente submetido a 
terapêutica anti-TOP IIα dela beneficiará. De facto, se a expressão enzimática do seu tumor for 
reduzida, questiona-se até que ponto um protocolo terapêutico baseado na ação anti-TOP IIα será 
mais eficaz. 
Conseguir estabelecer este tipo de relação com recurso a uma técnica laboratorial de rotina, como 
a imunohistoquímica indireta, poderia revelar-se muito vantajoso do ponto de vista da exatidão 
de diagnóstico, no sentido em que justificaria uma ação terapêutica mais direcionada e, ao 
clínico, daria uma informação mais concreta do ponto de vista de agressividade tumoral. 
Como corolário, serão necessários estudos adicionais acerca desta temática, que abranjam uma 
população mais alargada, com estabelecimento de grupos de animais a receber ou não tratamento 
quimioterápico. Numa fase posterior, a associação com testes de expressão genética do gene 
codificante para a TOPIIα, numa fase posterior, terá uma importância primordial, no sentido de 
se perceber se existe relação entre alterações genéticas e a sua indução pela inibição enzimática, 
como já foi testado para a espécie humana.  
Os resultados do presente estudo, ainda que incipientes e necessitando de melhorias, deixam em 
aberto a possibilidade de, para a espécie canina, a expressão de TOPIIα ter uma implicação 
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Anexo 1- Regulação de Microscópio Ótico para fotografia e contagem celular: 
- Diafragma de campo: 2 Dta 
- Iris: 0,4 






























Anexo 2 - Protocolo de inclusão do material em parafina 
 
1) Álcool etílico 70º, 1:00h 
2) Álcool etílico 95º, 1:30h 
3) Álcool etílico 95º, 1:30h 
4) Álcool etílico absoluto, 1:00h 
5) Álcool etílico absoluto, 1:30h 
6) Álcool etílico absoluto, 1.30h 
7) Xilol, 1:00h 
8) Xilol, 1:00h 
9) Xilol, 1:00h 
10) Inclusão em Histosec a 65ºC, 2:00h 























Anexo 3 - Técnica de imunohistoquímica, soluções utilizadas 
 
1. Peroxidase block: Peróxido de hidrogénio a 3-4% (v/v). 
2. Protein block: Caseína a 0,4% em soro com tampão fosfato e produtos estabilizadores e 
surfactantes, bem como Bronidox L a 0,2% como produto conservante. 
3. Post Primary: IgG de coelho anti-ratinho ( <10μg/mL) em soro animal a 10% (v/v) em solução 
salina tamponada com Tris/ProClinTM 950 a 0,09%. 
4. NovolinkTM Polymer: Poly-HRP-IgG anti-coelho ( <25μg/mL) contendo soro animal a 10% 
(v/v) em solução salina tamponada com Tris/ ProClinTM 950 a 0,09%. 
5. DAB Chromogen: 3,3'-Diaminobenzidina a 1,74% p/v, numa solução estabilizadora. 
6. NovolinkTM DAB Subtrate Buffer (Polymer): Solução tamponada contendo peróxido de 
hidrogénio a ≤0.1% e um produto conservante. 























Anexo 4 - Resumo do livro de resumos da comunicação oral do XXI Encontro 
da Sociedade Portuguesa de Patologia Animal 
 
 
